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RESUMEN
En la presente investigación se realizó un estudio sobre el efecto de cultivos

iniciadores en la proteólisis y vida útil en salchichas fermentadas. Para ello se elaboraron

cuatro tratamientos de salchichas de 36 piezas cada uno, los cuales fueron aplicadas con

tres tipos de cultivos iniciadores: L. sakei, S. carnosus y L. sakei + S. carnosus más un

tratamiento control sin cultivo iniciador. Se sometieron a un proceso de fermentación y

maduración. Se estudiaron los cambios en los parámetros físicos (pH y aw), la evolución

microbiana, (BAL, bacterias viables totales y coliformes totales). También se estudiaron el

efecto de cultivos iniciadores en la proteólisis de las proteínas sarcoplasmicas y

miofibrilares. Se realizó una evaluación sensorial y un estudio de vida útil. Los resultados

indicaron que en las salchichas aplicados con L. sakei + S. carnosus produjeron un

descenso de pH más acusado durante la etapa de fermentación y maduración seguido por

las salchichas aplicadas con L. sakei en cambio los demás tratamientos mostraron una

caída lenta, la actividad de agua fue descendiendo paulatinamente a lo largo de todo el

proceso, no se aprecian diferencias significativas (p>0,05). En cuanto a los parámetros

microbiológicos, las salchichas aplicadas con cultivos iniciadores mostraron recuentos de BAL

significativamente más elevadas (p<0,05) que el tratamiento control, asimismo estos tratamientos

mostraron los menores recuentos de bacterias viables totales y coliformes totales. Con relación a

la proteólisis, mostraron que L. sakei, S. carnosus no presenta actividad proteolítica

evidente sobre las moléculas de las proteínas miofibrilares, mientras que en las proteínas

sarcoplasmicas mostraron un ligero cambio en todos los tratamientos. Con respecto a las

características sensoriales, las salchichas aplicadas con L. sakei + S. carnosus alcanzó la

mayor aceptación en todos los atributos analizados, también provee al producto la vida útil

más prolongada de 152 días a 15°C, 114 días a 20°C y 101 días a 25°C dándole una

ventaja frente a otros embutidos tipo chorizo.
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I. INTRODUCCIÓN

El método de elaboración de los productos cárnicos fermentados, se remonta

muchos siglos atrás cuando se estudiaban métodos para prolongar y conservar de mejor

manera los alimentos, especialmente la carne. Es así que la elaboración de embutidos

busca la conservación de la carne a través de ciertos procesos de transformación que se

dan a lo largo de la elaboración de estos productos, en los cuales están implicados

parámetros de temperatura, humedad relativa y tiempo; también actúan una serie de

microorganismos beneficiosos que ayudan a la obtención de un producto de calidad.

Originalmente los embutidos madurados fueron elaborados sin adición de cultivos

iniciadores. Hoy en día, se agregan cultivos iniciadores  para mejorar la consistencia y

control de la maduración. Entre los principales microorganismos utilizados como cultivos

iniciadores  se encuentran las bacterias ácido láctico y las micrococaceaes. La presencia

de estas bacterias hace que durante el proceso de maduración se produzca ácido láctico y

otras sustancias, que impiden el desarrollo de microorganismos patógenos, los que de estar

presentes en el producto causarían serios daños a la salud de los consumidores. Así pues,

la aplicación de microorganismos seleccionados y caracterizados, (cultivos iniciadores o

“starters cultures”), a la masa cárnica, constituye una alternativa para controlar y dirigir

tales transformaciones y por consiguiente las características finales del embutido.

Los embutidos fermentados se caracterizan por su bajo valor de humedad,

descenso de pH y de actividad de agua en un rango de 0,82 a 0,86 y por la presencia de

ácido  láctico en concentraciones que le confieren al producto un sabor característico y da

lugar a un producto de elevada calidad con larga vida útil y estable microbiológicamente

en un ambiente a temperatura de 15 ~16 ºC y humedad relativa de 75 ~ 80 %. Una de las

transformaciones con mayor impacto en la percepción sensorial, es la hidrólisis de las
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proteínas que ocurre durante el proceso de curado de embutidos fermentados. Los

objetivos de presente investigación fueron:

Objetivo general

 Evaluar el efecto de los cultivos iniciadores (Lactobacillus sakei,

Staphylococcus carnosus y Lactobacillus sakei + Staphylococcus carnosus) en

las características físico-químicas, microbiológicas y vida útil de las salchichas

fermentadas maduradas.

Objetivo especifico

 Elaborar las salchichas fermentadas aplicadas con Lactobacillus sakei,

Staphylococcus carnosus y Lactobacillus sakei + Staphylococcus carnosus y

evaluar el efecto en las características físicas (pH, aw) y microbiológicos.

 Evaluar el efecto de los cultivos iniciadores en los factores que determinan la

calidad sensorial de las salchichas fermentadas

 Conocer el grado de degradación proteica que ocasiona los cultivos iniciadores

elegidas (Lactobacillus sakei, Staphylococcus carnosus y Lactobacillus sakei +

Staphylococcus carnosus) en las salchichas fermentadas.

 Determinar el tiempo de vida útil de las salchichas fermentadas aplicadas con

Lactobacillus sakei, Staphylococcus carnosus y Lactobacillus sakei +

Staphylococcus carnosus mediante análisis microbiológico y físico.
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

2.1. EMBUTIDOS FERMENTADOS

Las salchichas constituyen uno de los embutidos más populares y son reconocidas

como una de las formas más antiguas de procesar alimentos. Para su elaboración sea

empleado con mayor frecuencia la carne de res junto a la de cerdo, alcanzando elevados

niveles de consumo (Tinedo, 1998).

Los embutidos son productos cárnicos, que se obtiene de la mezcla de carne

molida, grasa, sal, agentes de curado, azúcar, especias y otros aditivos, que se introducen

en tripas naturales o artificiales y son sometidos a un proceso de curado, ahumado o

cocción (Barco, 2008).

Los embutidos fermentados o madurados se caracterizan por su sabor fuerte y

picante, y en muchos casos, por su textura blanda. Estos sabores característicos se

producen como consecuencia de la fermentación bacteriana, que da lugar al ácido láctico y

otros compuestos (Varnam y Sutherland, 1998).

2.2. CLASIFICACIÓN DE LOS EMBUTIDOS

Los embutidos madurados se pueden clasificar basándose en diversos criterios,

como la acidez, el tamaño de picado de los ingredientes, adición o no de cultivos

iniciadores, presencia de mohos superficiales, adición de unos u otros ingredientes,

especias y condimentos, etc. todos estos factores, aparentemente arbitrarios, influyen

decisivamente en las características generales de los productos, por lo que serían

parámetros de clasificación válidos, ya que implican diversas tecnologías de fabricación

(Díaz, 1994b).
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Por ejemplo, con arreglo a su acidez se han clasificado en:

1) Productos cárnicos fermentados de baja acidez: Son productos de

maduración larga, con un pH relativamente elevado, generalmente superior a

5,5. Dentro de esta categoría se incluyen todos los tipos de salami.

2) Productos cárnicos fermentados de elevada acidez: son productos a los que

se les añaden carbohidratos, consiguiéndose un pH final menor de 5,3. Estos

embutidos se fabrican tanto en Europa como en Estados Unidos, con la

diferencia que los primeros se someten a fermentación a baja temperatura (20~ 24ºC), mientras que en los segundos se utilizan temperaturas elevadas (37ºC

aproximadamente).

Tabla 1. Clasificación de embutidos fermentados.

Tipo de producto
Período de

fermentación (días)

Contenido final

de agua (%)

Valor final de

(aw)

Spreadable (untable)

Sliceable (loncheable)

Maduración corta

Maduración larga

3 ~ 5

7~ 28

80 ~ 90

34 ~ 42

30 ~ 40

20 ~ 30

0.95 ~ 0.96

0.92 ~ 0.94

0.85 ~ 0.86

Fuente: (Roca y Incze, 1990).

La clasificación de embutidos que se muestra en la tabla 1, considera el tiempo de

fermentación y maduración como un criterio básico y establece dos tipos dentro de los

embutidos crudos curados: de maduración corta con un contenido final de agua en torno al

30 ~ 40 % y de maduración larga, con un contenido final de agua del 20~30 %. En este

último grupo incluye al chorizo y salchichones españoles (Roca y Incze, 1990).
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En la tabla 2, se propone  un sistema de clasificación, también basado en la pérdida

de agua del producto pero además introduce un nuevo criterio: la proporción

agua/proteína; que es un término más exacto puesto que relaciona la pérdida de agua con

el contenido proteico muy variable en este tipo de productos (Zeuthen, 1995).

Tabla 2. Tipos de embutidos fermentados

Tipo
Pérdida de

peso (%)

Contenido de

agua (%)

Relación

agua/proteína

Seco

Semiseco

No desecados (untables)

25 ~ 50

30

10

25 ~ 45

50

2, 3 :1

2,3 ~ 3,7 :1

Fuente: (Zeuthen, 1995).

2.3. PROCESO DE PRODUCCIÓN DE EMBUTIDOS

2.3.1. Componentes de los embutidos

2.3.1.1. Carne

La carne se define como todo aquel tejido animal que puede

consumirse como alimento. Sin embargo cuando se hace mención a carne,

generalmente se hace referencia al tejido muscular de animales que han

sido sacrificados y en los que ha tenido lugar el rigor mortis (Ranken,

2003).

La carne es una fuente importante en la dieta humana donde la

composición de proteínas, lípidos y carbohidratos varía considerablemente

dependiendo de la especie animal, la edad, el sexo, el tipo de alimentación y

en condiciones ambientales. La carne que se utiliza normalmente para la
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elaboración de estos productos es de cerdo, ternera y/o pollo (López et al.,

2001).

2.3.1.2. Grasa

La grasa aporta a los embutidos características importantes en el

desarrollo de la calidad sensorial (jugosidad, untuosidad, suavidad, aroma y

sabor); sin embargo, esta debe agregarse lo más fresca posible, debido a la

susceptibilidad que tiene para oxidarse, causando enranciamiento de los

lípidos (Roncales, 1994 y Mira, 1998).

2.3.1.3. Sal común

La sal además de ser un ingrediente que mejora el sabor,

proporciona cierto efecto antimicrobiano al provocar un descenso inmediato

de la actividad de agua (aw = 0.96) que restringe las condiciones de

desarrollo de algunos microorganismos indeseables. Desde el punto de vista

tecnológico ejerce un papel primordial en la ligazón de la pasta ya que

favorece la solubilidad de las proteínas miofibrilares del musculo, y con

ello el desarrollo de la textura (Lucke, 1994).

También hay que tener en cuenta que no todos los productos

cárnicos contienen los mismos niveles de sal e incluso dentro de un mismo

producto puede variar considerablemente su contenido en sal. Así, en

productos cocidos y en embutidos cárnicos fermentados, como el

salchichón, podemos encontrar porcentajes de sal del orden 2 ~3 %, en

bacón del 3~4 %, mientras que en jamón curado el porcentaje de sal se

sitúa entorno al 5~ 8 % (Ruusunen y Puolanne, 2005).
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2.3.1.4. Sales de cura

El compuesto activo de las sales de curación es el nitrito (añadido

directamente o proveniente de la reducción de nitrato) actúa como agente

antimicrobiano, inhibiendo la formación y el crecimiento de Clostridium

botulinum, contribuye a la formación del color característico del curado

(por formación del complejo nitrosomioglobina) y previene la oxidación de

los componentes lipídicos al igual que el ascorbato. Las cantidades

legalmente autorizadas en España son de 150 ppm para el nitrito y 330 ppm

para el nitrato (Real Decreto142/2002, BOE 20/2/2002)

Otro efecto beneficioso de las sales del curado es su acción

conservadora, el nitrato como tal no posee ningún efecto inhibidor sobre los

microorganismos, sin embargo el nitrito posee una marcada acción

bacteriocida sobre el crecimiento de determinados microorganismos

sensibles como salmonella. Por sí sola, no inhibe el crecimiento de

Salmonella spp., Clostridium botulinum ni Staphylococcus aureus, aunque

si es efectiva cuando se combina con otros factores como valores reducidos

de aw y pH (Lucke, 1998).

2.3.1.5. Azúcar

Los azúcares constituyen otro ingrediente básico en la elaboración

de embutidos crudos curados, se adiciona con el objeto de conseguir una

fermentación, son el principal sustrato para el crecimiento microbiano

(BAL), generan ácido láctico con el subsiguiente descenso de pH. Con ello

logran la inhibición del crecimiento de bacterias alterantes y crean

condiciones para la generación  de un sabor y firmeza adecuada. Los
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azúcares más utilizados en la elaboración de productos crudos curados son:

glucosa, fructosa, sacarosa y lactosa, la glucosa fermenta muy rápidamente,

la sacarosa más lento y aún más despacio la lactosa (Mata, 1999).

La cantidad y el tipo de azúcar añadido dependen del tipo de

producto curado a elaborar, está comprobado que la adición de un 0,1% de

azúcar a la masa cárnica provoca un descenso en torno a 0,1 unidades de

pH (Prandl et al., 1994).

2.3.1.6. Tripa

Se llama tripa a un envoltorio cilíndrico que permite dar forma y

protección a ciertos productos de charcutería crudos, cocidos, o que hayan

sufrido un secado – maduración (Salazar, 2008).

Tripas naturales o animales:

Las tripas naturales son aquellas que se obtienen de las vísceras de

los animales de abasto, estas vísceras pueden ser el intestino y vejiga del

cerdo o de la res. Este tipo de tripas antes de su uso deben ser

escrupulosamente limpiadas y secadas ya que pueden ser vehículo de

contaminación microbiana. (Mira, 1998 y Salazar, 2008).
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Tripas artificiales:

 Tripas de colágeno: Son una alternativa lógica a las tripas

naturales ya que están fabricadas con el mismo compuesto

químico.

 Tripas de celulosa: se emplean principalmente en salchichas y

productos similares que se comercializan sin tripas.

 Tripas de plástico: Se usan en embutidos cocidos.

2.3.2. Elaboración del embutido

La base de la amplia variedad de embutidos crudos curados fermentados que

existen en el mercado radica en una tecnología de fabricación flexible que permite

realizar muchas modificaciones siempre que se mantengan las reducciones

adecuadas de pH y aw (Leistner, 1995).

La mayoría de los embutidos crudos curados se elaboran siguiendo un

proceso similar. Los pasos más significativos se detallan en la Figura 1, que recoge

desde la selección de materias primas hasta la maduración en secaderos. Se puede

decir que la elaboración de embutidos se realiza en tres fases (Díaz, 1994b):

 Picado y mezcla de ingredientes

 Fermentación

 Maduración o secado
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Figura 1: Diagrama de flujo de elaboración de un embutido adaptado de Lücke (1998).

Etapas del proceso Aditivos Condiciones del proceso

Materias primas de calidad
T° interna carne: < 7 °C pH ≤ 5,8

Recepción materias
Primas/ingredientes

Picado y mezclado

Embutido en tripas

Refrigeración

Sal….………............aw : 0,955 ~ 0,965
Agentes curantes…...0- < 300 mg KNO3 y/o NaNO2 /Kg
Azúcar. …………....0.3%
Especies

T° carne <2 °C

Tripas Limpieza y preparación de
las tripas

Cultivo iniciador
Inoculacion
en superficie Cultivo de mohos certificado

o testado

12 ~ 18 °C, 1~ 3 días
Fermentación

Maduración /secado T° ≤ 12°C   HR:  70 ~ 80 %
aw final: ≤ 0,90

Envasado

Almacenado < 25 °C
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2.3.2.1. Picado y mezclado de los ingredientes

El picado de la carne puede realizarse en una picadora o en una

cutter, es aconsejable que se lleve a cabo a bajas temperaturas entre -1 ~ -3

ºC, de forma que el corte sea limpio y no se libere grasa intramuscular en

las carnes. Las carnes empleadas deben tener valores de pH entre 5,4 ~ 6,0.

El grado de picado depende del tipo de producto que se va a elaborar. Tras

esta operación se añaden el resto de ingredientes y se procede al amasado

de la mezcla que, generalmente, se lleva a cabo en una amasadora para

conseguir una distribución homogénea de todos ellos. La masa cárnica ya

elaborada se deja reposar en refrigeración durante 18 ~ 24 horas, después

de lo cual se embute (Mata, 1999 y Díaz, 1994b).

Tras mezclar todos los ingredientes, la pasta debe introducirse en las

tripas para constituir las piezas de embutido. En esta operación debe

facilitarse la salida del aire del interior de la tripa y comprimir para

conformar la pasta. Las tripas deben ser permeables al vapor de agua y

pueden ser artificiales (fibrosas, de colágeno) o naturales (Díaz, 1994b).

2.3.2.2. Fermentación

La fermentación es uno de los métodos más antiguos de

conservación de alimentos  utilizados por el hombre (Hansen, 2002).

Después de la embutición, las piezas se llevan a secaderos o

cámaras con humedad y temperatura controlada, en las cuales se mantienen

a temperaturas de 20 ~ 28 ºC y humedades relativas del 90 ~ 95% durante

24 ~ 72 horas. De esta forma se facilita el crecimiento de los
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microorganismos y se evita la formación de una costra externa, que

aparecería en el caso de utilizar humedades relativas más bajas, lo que

dificultaría el secado posterior de los embutidos (Mata, 1999 y Acevedo,

2004).

Los embutidos fermentados se caracterizan por su bajo valor de

humedad y de actividad de agua (aw), y por la presencia de ácido láctico en

concentraciones que confieren al producto un sabor  característico. El

procesamiento de estos productos  tiene como principios básicos  la

utilización de métodos  combinados de conservación, permitiendo la

obtención de un producto estable a temperatura ambiente (Franco, et al.,

2002).

En el proceso de fermentados de los productos cárnicos curados

intervienen de manera fundamental las bacterias acido lácticas y muy

especialmente los lactobacilos. En estos embutidos se desarrollan un

proceso fermentativo que paulatinamente transforma el producto en base

fundamental a la producción de ácido láctico, se abordara ampliamente en

el apartado  2.4.2.1 (Martin, 2005).

2.3.2.3. Maduración

La cámara o sala de maduración debe tener  una temperatura de 12~ 16 ºC y una humedad relativa de 70 ~ 85%. Es en estas condiciones

donde el producto cárnico madurado  adquiere todas las características

organolépticas que lo distinguen y lo transforman en un producto de alta

calidad y gran aceptabilidad. El tiempo de maduración es indeterminado, ya

que el secado de los embutidos madurados dependerá de las características
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de la tripa, condiciones de la pasta, además se debe esperar que el producto

alcance su color rojo óptimo (Rodríguez, 2011).

La correcta desecación del embutido depende de varios factores

entre los que cabe destacar (Mata, 1999):

 Temperatura y humedad relativa (HR) ambiental.

 Velocidad de circulación de aire.

 Composición de la masa original.

 Grado de picado.

 Calibre del embutido.

 pH.

Durante el periodo de maduración se producen reacciones

enzimáticas, fundamentalmente de origen microbiano, que degradan lípidos

y proteínas. También se produce una fuerte deshidratación y se desarrolla la

textura característica, el contenido en agua desciende hasta el 35% o incluso

menos, reduciéndose la actividad de agua por debajo de 0,90. Bajo estas

condiciones, el crecimiento bacteriano se inhibe si se evita la condensación

de agua en la superficie del embutido, hacia el final de la maduración se

produce un ligero incremento del pH, debido principalmente a la

acumulación de productos de degradación de las proteínas, se abordara

ampliamente en el apartado 2.4.2.2 (Lucke, 1998).
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2.4. CAMBIOS BIOQUÍMICOS DURANTE LA MADURACIÓN DE LOS

EMBUTIDOS FERMENTADOS

2.4.1. Modificaciones físicas

2.4.1.1. Cambios en el pH

El pH de la carne es una característica fisicoquímica importante en

la conservación de éste alimento, debido a que en carnes frescas sometidas

a fermentación láctica la reducción del pH provoca inhibición de la flora

contaminante. El pH de los embutidos fermentados está principalmente

determinado por el lactato, el amonio y el contenido de agua que

interacciona con las proteínas de la carne; estos factores explican el 75 %

de las variaciones de pH. El descenso del pH tiene varios efectos

beneficiosos: reduce la capacidad de retención de agua favoreciendo la

deshidratación del producto, inhibe el desarrollo de microorganismos

patógenos y proteolíticos que pueden entorpecer el proceso de maduración

del embutido, interviene en el proceso de enrojecimiento favoreciendo la

reducción del nitrito a óxido nítrico, facilita la gelificación de las proteínas

cárnicas garantizando la correcta ligazón y consistencia del embutido, y por

último, la presencia de ácidos orgánicos contribuye al aroma del producto

final (Mata, 1999).

El descenso más rápido de pH se produce en el segundo día de

maduración, coincidiendo con los mayores niveles de desarrollo

microbiano, en el tercer día comienza una fase estacionaria que

experimenta un ligero incremento a partir del día 14 (Bello y Sánchez

1997).
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La obtención de un producto final de calidad depende de la

velocidad e intensidad de la disminución del pH que, a su vez, depende de

un gran número de factores; de los que se relacionan a continuación los más

destacables (Liepe et al., 1990):

 Adición o no de cultivos iniciadores.

 Cantidad de azúcar.

 Tipo de azúcar, en relación con el tipo de cultivo iniciador

añadido.

 Temperatura de las cámaras de maduración en la etapa inicial

del proceso de desecación.

Como se ha mencionado anteriormente, el pH del medio afecta al

crecimiento microbiano. Muchas bacterias crecen óptimamente a pH

próximos a 7 y lo hacen poco a pH inferiores a 4 o superiores a 9. El pH de

la carne post-mortem oscila entre 7 ~ 5,5, por lo que es evidente que el

crecimiento microbiano en estas condiciones puede ser muy intenso. En las

carnes curadas es deseable un pH ácido, ya que al incrementarse la

concentración de nitrito que se encuentra en forma no disociada como ácido

nitroso, la concentración de éste es necesaria para controlar el crecimiento

de determinadas especies patógenas. Así por ejemplo, la cantidad de nitrito

para inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus cuando el pH final es

de 5,5 es veinte veces inferior de lo que requiere a pH 6,9 (Díaz, 1994b).

El pH final de los embutidos crudos curados varía

significativamente de un tipo de producto a otro, así en el caso del salami
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alemán los valores de pH son próximos a 4,8 aunque en las regiones del sur

del país se producen generalmente embutidos menos ácidos que en el norte.

En Australia, los embutidos son poco ácidos, el pH puede ser superior a 6,0

e incluso llegar a 7,4 como en el salametti. En Francia también se prefieren

embutidos de escasa acidez, con valores de pH final cercanos a 6,0

(Krockel, 1995).

En España los consumidores muestran una preferencia por

productos poco ácidos, aunque el rango de pH de embutidos españoles está

comprendido entre 4,5 ~ 5,5 (Roncalés, 1994).

Con el fin de establecer un mejor control del proceso de

fermentación en presencia de cultivos iniciadores, calcularon el grado de

acidificación (pH/hora) para distintos microorganismos y observaron que a

temperaturas más elevadas la relación se ve más afectada por el descenso de

aw y por el tipo de cepa usada. La aw mínima para la acidificación osciló

entre 0,93 para la flora espontánea y 0,91 para las cepas de cultivos

iniciadores. Asimismo las temperaturas elevadas incrementan más el grado

de acidificación para los cultivos puros que para la flora espontánea. Por

otro lado, el grado de picado y la concentración de glucosa en exceso no

influyen en la acidificación aunque sí lo hace la inoculación de un mayor

número de células viables (Landvogt y Fischer, 1990).
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2.4.1.2. Cambios en la actividad de agua

La carne fresca tiene una aw próxima a 0,99 pero cuando va a

utilizarse para la producción de embutidos fermentados debe disminuirse

hasta 0,96 ~ 0,97. Tecnológicamente esto se logra mediante la adición de

cloruro sódico, nitrito y azúcares, también el empleo del 25 ~ 30 % de

grasa reduce la aw de la mezcla inicial. Con esta disminución de la aw se

previene el crecimiento de muchos microorganismos (principalmente

microorganismos Gram negativos (aeróbicos) lo cual favorece el desarrollo

de la flora láctica, micrococos y estafilococos no patógenos.

Posteriormente el proceso de desecación-maduración provoca la pérdida de

agua y permitirá llegar a los rangos de aw finales de 0,784 ~ 0,894 (Mata,

1999).

El rango de aw para embutidos fermentados oscila entre 0,83 ~ 0,96

con una media de 0,91. En estos rangos de aw se pueden considerar estos

productos como alimentos de humedad intermedia (AHI) que incluye a

todos aquellos que se encuentran entre el intervalo de 0,60 ~ 0,90 de aw.

Los AHI se caracterizan por ser productos con un contenido acuoso

intermedio entre los frescos y los deshidratados, que no necesitan

rehidratación para ser consumidos y que son estables a temperatura

ambiente  (Rojas et al., 1991).

En general, los microorganismos responsables de las toxiinfecciones

alimentarias son incapaces de crecer cuando la aw es inferior a 0,91, a

excepción del Staphylococcus aureus en aerobiosis, que puede desarrollarse
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incluso a aw de 0,860. También determinadas especies de levaduras y

mohos pueden crecer a aw inferiores a 0,75 (Mata, 1999).

La pérdida de humedad debe ser un proceso gradual, equilibrado

con el proceso paralelo de maduración, que permita la difusión de las

moléculas de agua desde las zonas más internas del embutido hasta el

exterior. La aw de las carnes fermentadas varía dependiendo del grado de

picado de la carne, del tiempo de maduración, del contenido de sal y azúcar,

de la permeabilidad de la tripa, temperatura y humedad relativa del aire.

(Frey, 1995).

2.4.2. Modificaciones bioquímicas

2.4.2.1. Cambios en los hidratos de carbono

La fermentación de los hidratos de carbono se produce con mayor

intensidad en las primeras fases de maduración y se origina por la acción de

las bacterias lácticas presentes en el embutido de forma natural o añadidas

intencionadamente, dando lugar principalmente a ácido láctico. Este

proceso va a producir la reducción del pH necesaria para evitar el

crecimiento de los microorganismos alterantes y patógenos y garantizar la

seguridad sanitaria del producto. También ejerce una función tecnológica

ya que de este modo se alcanza el punto isoeléctrico de las proteínas

reduciendo la capacidad de retención de agua, lo que facilita el secado y el

desarrollo de la consistencia típica de estos productos. Los ácidos

mayoritarios generados son, el láctico y en mucha menor medida al acético,

y son también responsables del sabor ácido del embutido (Díaz, 1994b).
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La fermentación de los carbohidratos en los embutidos madurados

se puede realizar de dos formas: por la vía homofermentativa o

heterofermentativa dependiendo de las especies microbianas fermentadoras

y de las condiciones del cultivo, en determinadas condiciones de aerobiosis

o anaerobiosis los microorganismos pueden tener un comportamiento

diferente. Las bacterias lácticas de interés en la industria cárnica son

heterofermentadoras facultativas, pueden seguir las dos vías pero, en

general, en presencia de glucosa siguen la vía homofermentadora

produciendo exclusivamente ácido láctico (Garriga et al., 1996).

Los azúcares de bajo peso molecular (monosacáridos y disacáridos)

son metabolizados antes y con mayor rapidez que los de peso molecular

elevado (polisacáridos), estos últimos se acumulan formando una reserva

azucarada. Los distintos azúcares son utilizados de manera diferente por la

microflora de los embutidos, así la glucosa puede ser aprovechada por todos

los lactobacilos, mientras que la sacarosa y maltosa sólo puede ser utilizada

por el 80 % y 29 % de las cepas, respectivamente (Prändl et al., 1994).

La fermentación de los hidratos de carbono se produce con mayor intensidad en las
2.4.2.2. Cambios en las proteínas y proteólisis

Durante la maduración de los embutidos, las proteínas y, en general,

los compuestos nitrogenados sufren una serie de transformaciones debidas

tanto a la acción de los microorganismos como a factores propios de la

carne y a la tecnología aplicada durante la fabricación del producto (Díaz,

1994b).
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1.4.4.1. FACTORES TECNOLOOICOS.
Durante el picado de la carne se produce una ruptura más o menos

intensa de las fibras musculares, con lo que las proteínas miofibrilares, que

constituyen el 83 % del contenido celular, quedan expuestas a la acción de

la sal. La presencia de sal facilita los procesos electrostáticos implicados en

la formación de la película proteica que rodea los glóbulos grasos y

favorece el establecimiento de interacciones proteína-grasa y proteína-

proteína. (Cid et al., 1992).

A lo largo del período de fermentación, el NaCl, el aumento de la

temperatura  (22~26 °C) y el descenso del pH provocan la insolubilización

de las proteínas sarcoplásmicas y miofibrilares. La insolubilización

continúa en el periodo de maduración. Aunque el pH detiene su descenso e

incluso aumenta ligeramente hacia el final y la temperatura es inferior

(1l~15 °C), la deshidratación se prolonga debido a la baja humedad relativa

del entorno, ocasionando una disminución de la interacción proteína-agua y

dificultando la solubilización. Esto conlleva un incremento de la

concentración de NaCl que contribuye, por su elevada fuerza iónica, a la

desnaturalización de las proteínas de la carne, especialmente las

miofibrilares, produciendo cambios profundos en su estructura. Las

proteínas disueltas por efecto del picado y la adición de sal dan lugar a

agregados en forma de filamentos que interaccionan entre sí, lo que

contribuye a la estabilidad del gel (Díaz, 1994b).

La proteólisis es un proceso bastante complejo en el cual participan

dos grandes grupos de enzimas; la proteasas de tipo endopeptidasas (μ-

calpaina (I), m-calpaina (II), catepsinas B, D, H y L y proteosoma) y las
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exopeptidasas (Tri-peptidilpeptidasas I y II, dipeptidilpeptidasas I, II, III y

IV, carboxipeptidasas y alanil-, arginil-, metionil-, leucil-, y piroglutamil-

aminopeptidasas) (Toldrá,  1998b).

La proteólisis de los embutidos fermentados afecta directamente la

percepción sensorial de los mismos, al producir un incremento en la

concentración de péptidos y aminoácidos, que están estrechamente

relacionados con el sabor e indirectamente con el aroma, además tiene un

impacto sobre la textura al ser responsable de la hidrolisis de las proteínas

miofibrilares (Toldrá, 1998b).

El sabor de la carne viene determinado por compuestos

hidrosolubles, entre los que se encuentran los aminoácidos, péptidos,

nucleótidos, azúcares y ácidos orgánicos, la función que los aminoácidos y

los péptidos tienen en el sabor, establecen cinco sabores primarios; dulce,

ácido, salado, amargo y umami. El sabor “umami” o de caldo de carne, es

también descrito como una sensación de llenado de boca y su representante

más típico lo encontramos en la sal sódica del ácido glutámico (glutamato

monósodico), ampliamente utilizado en la industria como potenciador del

sabor. Otros compuestos, como son los dos dipéptidos naturales carnosina

(β- Alanina - Histidina) y anserina  (β-Alanina-1-metil-histidina) presentes

en la carne, contribuyen al sabor amargo En la tabla 3, se muestra el sabor

que pueden proporcionar diferentes sustancias presentes o generadas en el

curado de embutidos (Toldrá, 1998b).
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Tabla 3. Sabores de los componentes resultantes de la actuación enzimática

Sabor Componentes

Dulce

Ácido

Amargo

Salado

Umami

Glicina, alanina, serina, treonina, lisina, prolina,

hidroxiprolina, glucosa, fructosa y  ribosa.

Ácidos aspártico, glutámico, histidina, asparagina, láctico,

succínico y pirúvico

Creatina, creatinina, hipoxantina, anserina, carnosina,

fenilalanina, arginina, metionina, histidina, valina, leucina,

isoleucina, triptofano y tirosina.

Glutamato y aspartato.

Glutamato y aspartato monosódico.

Fuente: (Toldrá, 1998b).

Aunque la hidrólisis primaria de la proteínas a polipeptidos es

realizada mayoritariamente por las enzimas musculares endogenas. Las

BAL y los micrococcus, tienen cierta actividad proteolítica y pueden

contribuir a la degradación de las proteínas musculares, en mayor medida

sobre las proteínas miofibrilares. Incluso, se ha señalado que la enzimas

intracelulares (amino, di- y tripeptidasas) de Lactobacillus son las

responsables de la generación de pequeños péptidos y aminoácidos que

contribuyen al proceso, ya sea como potenciadores del sabor o como

precursores de otros compuestos aromáticos durante la maduración de los

embutidos fermentados. Los agentes de curado y las condiciones de proceso

(temperatura, pH, duración del proceso) en estos productos actúan como

reguladores de la actividad de la exopeptidasas (Sanz et al., 1999a).
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El pH controla en mayor grado la hidrolisis, los embutidos

fermentados con pH más ácidos (4.60) se caracterizan por una alta

concentración de péptidos y poca producción de amoniaco, debido en gran

medida a la catepsina D, que es activa a pH ácidos. La sal (2~3 %) inhibe

parcialmente a las catepsinas pero activa a las calpainas y aminopeptidasa

B. Durante el secado y maduración se incrementa el contenido de los

péptidos de bajo peso molecular y los aminoácidos libres que mediante

reacciones químicas y/o enzimáticas como la descarboxilacion,

desaminacion, deaminacion y transaminacion se generan compuestos

volátiles y no volátiles de gran importancia en el desarrollo del aroma y

sabor de estos productos. Además, en presencia de bacterias de deterioro

inducirán en gran medida la descarboxilacion de los aminoácidos,

produciendo aminas biogenas (Toldrá et al., 2000a).

A. Endopeptidasas

Las endopeptidasas son enzimas proteolíticas tisulares responsables

mayoritariamente de la degradación de proteínas miofibrilares y

sarcoplásmicas. El resultado de su actuación es la generación de fragmentos

proteicos y peptídicos procedentes en su mayoría de la rotura de las

proteínas miofibrilares que van a servir de sustrato para la actuación de las

exopeptidasas (Toldrá 2000a).

B. Exopeptidasas

Las exopeptidasas son un grupo de enzimas proteolíticos

caracterizados por hidrolizar las cadenas péptidicas por sus extremos



24

terminales dando lugar a la liberación de péptidos y aminoácidos libres

(Toldrá, 2000a).

C. Parcial solubilización de las proteínas miofibrilares

Las proteínas solubles, tanto las sarcoplásmicas como las

miofibrilares, experimentan durante la maduración de los productos

cárnicos un proceso de desnaturalización que se manifiesta en un descenso

en la cantidad de proteína solubilizada (Córdoba et al., 1994).

2.5. MICROBIOLOGIA DE LOS EMBUTIDOS Y USO DE CULTIVOS

INICIADORES

La flora inicial del embutido es extremadamente variable y depende en gran

medida de la carga microbiana de la carne utilizada como materia prima y de la

contaminación ambiental. La carne es muy rica en nutrientes y factores de crecimiento,

que junto a una alta actividad de agua 0.96 ~ 0.97 y un pH próximo a la neutralidad (5.6 ~
5.8), constituye un sustrato idóneo para el crecimiento de un gran número de

microorganismos. No obstante, las condiciones de la mezcla cárnica una vez embutida

favorecen el crecimiento de bacterias lácticas y Micrococcaceas (Mata, 1999).

Rápidamente, se produce la acidificación por fermentación alcanzándose un bajo

pH que evita el crecimiento de las bacterias indeseables, fundamentalmente el de las

enterobacterías y entre ellas, Salmonella y Escherichia coli (Mata, 1999).

2.5.1. Cultivos iniciadores

Los cultivos iniciadores son empleados con el fin de conseguir en el

producto cárnico propiedades físico-químicas y sensoriales determinadas, entre las

que se cuentan, el desarrollo y la estabilidad del color típico, un descenso rápido
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del pH por la producción de ácido láctico, una adecuada cohesividad de las pastas

para obtener un grado de consistencia más firme, un grado de terneza adjudicado a

la autólisis de las proteínas cárnicas y un aroma característico. (Schillinger, 1996).

El primer cultivo iniciador que apareció en el mercado, con aplicación en la

industria cárnica, fue una cepa de Pediococcus cerevisiae que comercializó la

firma Merck en Estados Unidos en 1957, para la elaboración de embutidos de

verano y embutidos untables. Casi paralelamente, en Alemania en 1961 se

comercializó una cepa de Micrococcus M53, suministrada por la compañía Rudolf

Muller y en 1966 aparece por primera vez un cultivo iniciador que combina

Lactobacillus plantarum con una cepa de micrococos las diferencias entre las

cepas seleccionadas en Europa y Norteamérica se basan en los distintos gustos de

sus consumidores. En USA el fabricante apuesta por procesos de acidificación más

rápidos, con temperaturas de maduración de 38 ~ 40ºC, que originan productos de

sabor más ácido que es lo que prefieren los consumidores, en cambio en Europa se

apuesta por los productos de maduración más lenta, con temperaturas bajas en

torno a los 20ºC, que permiten el desarrollo máximo de las características

sensoriales típicas de estos productos (Mata, 1999).

La finalidad con la que se añaden los cultivos iniciadores a los embutidos

secos se puede resumir de la siguiente manera (Díaz, 1994b):

 Control del proceso madurativo.

 Inhibición de microorganismos no deseables.

 Reducción de riesgos sanitarios.

 Incremento de la calidad y normalización.

 Control del sabor y aroma
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2.5.2. Microorganismos que componen los cultivos iniciadores

Son numerosos los géneros microbianos utilizados en la composición de los

cultivos iniciadores. Aunque los más empleados pertenecen al grupo de las

bacterias ácido láctico y las micrococáceas, se ha propuesto la utilización de otros

géneros bacterianos como Escherichia, Aerobacter, Alcaligenes, Achromobacter,

Flavobacterium, Pseudomonas, Vibrio y Corynebacterium. También se utilizan

determinadas especies de levaduras y mohos como flora de superficie, aunque la

finalidad en este caso es fundamentalmente de aromatización y mejora de la

apariencia externa. Las especies más utilizadas como componentes de cultivos

iniciadores se presentan en la tabla 4 (Hammes y Tichaczek, 1994).

Tabla 4. Microorganismos usados como cultivos iniciadores para embutidos crudos

curados.

Grupo microbiano Especies usadas como iniciadores

Bacterias ácido lácticas

Micrococáceas

Levaduras

Mohos

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus,

Lactobacillus sake, Lactobacillus curvatus, Pediococcus

pentosaceus, Pediococcus  acidilactici

Staphylococcus carnosus, Staphylococcus xylosus y

Micrococcus varians

Debaryomyces hansenii, Candida famata

Penicillium nalgiovensis, Penicilium crysogenum

Fuente: (Hammes y Tichaczek, 1994).
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2.5.2.1. Bacterias ácido lácticas

Las BAL poseen características ecológicas y metabólicas de

importancia económica y tecnológica en los alimentos. Su clasificación se

basa en la morfología, la forma de fermentar la glucosa, su desarrollo a

diferentes temperaturas, la configuración del ácido láctico producido, la

habilidad de crecer a altas concentraciones de sal, tolerancia a la alcalinidad

y acidez (Axelsson, 2004; Feria y Pedro, 2007).

En la actualidad, el grupo de las BAL está conformado por cocos,

cocobacilos o bacilos Gram positivos, generalmente inmóviles y no

esporulados, catalasa y oxidasa nagativas, obtienen energía exclusivamente

por fermentación de azúcares produciendo ácido láctico como producto

principal o único de su metabolismo, y obtienen su energía por

fosforilación a nivel del sustrato a la vez que oxidan carbohidratos; no

tienen un ciclo de Krebs funcional. Todas estas bacterias son consideradas

anaerobias aerotolerantes, y al contrario que las anaerobias estrictas, no son

sensibles al oxígeno por lo que pueden crecer tanto en presencia como en

ausencia de él (Madigan et al., 2004).

Las bacterias del ácido láctico (BAL) son el grupo bacteriano de

mayor importancia en el proceso de elaboración de embutidos fermentados.

Estos microorganismos, especialmente el género Lactobacillus, son los

responsables de la producción de ácido láctico durante la fermentación,

provocando así una disminución del pH (Hugas et al., 1993).

Las BAL se desarrollan rápidamente durante el proceso

fermentativo y evolucionan desde 103 ~ 104 ufc/g hasta 108 ~ 109 ufc/g
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manteniendo en estos niveles hasta el  final de la maduración (Hugas et al.,

1993 y Leistner, 1995).

Los lactobacilos son el género que predomina de forma natural en

este tipo de productos y en carnes envasadas al vacío, por tanto, las cepas

aisladas de estos productos que se utilizan como cultivos iniciadores, están

mejor adaptadas y se desarrollan más (Fadda et al., 2008).

2.5.2.2. Micrococaceaes

Las micrococáceas son el segundo grupo de bacterias en

importancia para la constitución de los cultivos iniciadores. Los dos

géneros que incluyen estas familias son, Micrococcus y Staphylococcus.

Los Staphylococcus se ha constituido como el género más utilizado debido

a su capacidad para crecer y metabolizar bajo condiciones anaeróbicas. Las

especies que suelen formar parte de los cultivos comerciales son

Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus y Micrococcus varians.

A diferencia de las bacterias lácticas estos microorganismos se caracterizan

por poseer la enzima catalasa, ser sensibles a los ácidos y tolerar mejor

condiciones de baja aw. (Weidenfeller y Fegeler, 1990).

En cuanto a los beneficios tecnológicos que reporta la utilización de

micrococáceas como cultivos iniciadores figura la contribución a la

formación y estabilización del color y su participación en la formación del

aroma. En general, estas bacterias poseen la enzima nitrato reductasa, la

cual reduce el nitrato a nitrito que posteriormente será utilizado junto a la

mioglobina para formar la nitrosilmioglobina o pigmento rojo del curado.
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Pero además de participar en la reacción de enrojecimiento, estas bacterias

estabilizan el color, ya que poseen la enzima catalasa que desdobla el

peróxido de hidrógeno, procedente de fuentes químicas y microbianas, y

cuya acumulación en el embutido origina fenómenos de decoloración en el

mismo. A menudo se ha cuestionado la participación de las micrococáceas

en las reacciones de aromatización de productos crudos curados, no

obstante muchos autores han demostrado la actividad lipolítica y

proteolítica de determinadas cepas de Micrococcus y Staphylococcus que

favorecería la formación de compuestos precursores del aroma (Carrascosa

y Cornejo, 1991).

2.6. CARACTERÍSTICAS  SENSORIALES DE LOS EMBUTIDOS

Las características sensoriales (color, textura, sabor y aroma) del producto final

vienen definidas por complejas transformaciones químicas y enzimáticas (musculares y

microbianas) de los hidratos de carbono, proteínas y lípidos de la masa cárnica inicial,

todas ellas moduladas por las condiciones físicas concretas en las que se lleva a cabo el

proceso, así como por el efecto de las especias y de los agentes de curado (Mata, 1999).

El color es una propiedad sensorial muy importante en estos productos ya que

influye en gran manera en su aceptación por parte de los consumidores. La presencia de

nitrito, ascórbico o de microbiota con actividad nitratorreductasa (Micrococcaceae)

favorecen la formación de nitrosomioglobina, otorgandole al embutido el color

característico (Minor, 1999).

Mientras que el aroma y sabor son resultado de una combinación equilibrada entre

los compuestos volátiles (alcohol, acetonas, aldehidos y furanos) y no volátiles
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(aminoácidos, péptidos, azucares y nucleótidos) procedentes de las materias primas o

generados a partir de las reacciones bioquímicas (proteólisis) que suceden durante la

maduración como se mencionó en él, apartado 2.4.2.2 (Toldrá, 1998b).

El desarrollo de la textura se debe a la acumulación de ácido láctico, producto de la

fermentación de carbohidratos. Como consecuencia de esto, el pH desciende hasta valores

que se aproximan al punto isoeléctrico de las proteínas miofibrilares reduciendo su CRA

con el consecuente incremento de la firmeza de la masa cárnica (Gimeno et al., 1999).

2.7. TÉCNICA ANALÍTICA EMPLEADA

2.7.1. Electroforesis

Esta técnica de análisis se fundamenta en el hecho de que algunos polimeros

biológicos como las proteínas tienen la capacidad de ionizarse y cuando son

sometidos a un campo eléctrico pueden migrar hacia el polo de carga contraria

(Badui, 1991).

Figura 2. Equipo electroforético (Badui, 1991).
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En las proteínas la presencia de aminoácidos en forma de iones a un pH

determinado hace que esta se desplazase hacia el ánodo o cátodo, dependiendo de

la carga neta de la proteína y aunque en forma menos significativa el tamaño y la

forma de la molécula. La velocidad o movilidad de migración en el campo

eléctrico al que son sometidas las proteínas es característico para cada uno de ellas

y se mide con respecto a una sustancia de referente peso molecular (Baduí, 1991).

Para el análisis de proteínas de carne se utiliza el método de electroforesis en

gel de poliacrilamida. Este método corresponde a una electroforesis

desnaturalizante, donde la función del detergente iónico (cargado negativamente)

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), es desnaturalizar las proteínas, rompiendo la

estructura secundaria, terciaria y cuaternaria mediante la ruptura de los puentes

hidrófilos, lo que facilita la migración hidrófoba (Badui, 1991).

Este detergente es absorbido en la superficie de las cadenas polipeptídicas

confiriéndoles a estas una carga negativa. Cada polipéptido absorberá una cantidad

de SDS proporcional a su tamaño. Formando un complejo SDS-proteína que tienen

la misma relación carga-masa dando origen a una movilidad electrofóretica herte y

un tiempo de separación corto. Otra ventaja es que las velocidades diferentes de

migración dependerán del tamaño de polipéptido y no de su carga (Minor, 1999).

Los más pequeños se moverán más rápido que los de menor tamaño a través

de la matriz del gel de poliacrilamida (PAGE). Con la electroforesis puede

calcularse el peso molecular de distintos compuestos, para lo que se utilizan

estándares de peso molecular conocido (Minor, 1999).
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2.8. VIDA ÚTIL DE PRODUCTOS CÁRNICOS

La vida útil (VU) es un período en el cual, bajo circunstancias definidas, se

produce una tolerable disminución de la calidad del producto. La calidad engloba

muchos aspectos del alimento, como sus características físicas, químicas,

microbiológicas, sensoriales, nutricionales y referentes a inocuidad. En el instante

en que alguno de estos parámetros se considera como inaceptable el producto ha

llegado al fin de su vida útil (Morales, 2008).

La finalidad de cualquier fábrica de embutidos consiste en elaborar productos

confiables desde el punto de vista sanitario, con buena presentación, uniformes,

que agraden a los consumidores y a precios lo más reducidos posibles. De esta

forma se garantiza la permanencia en el mercado, y se facilita el aumento en las

ventas (OEA, 2003).

La desecación que sufren los embutidos secos, por sí misma, garantiza su

inocuidad sin un tratamiento térmico adicional cuando están acordes con la

regulación establecida (Frey, 1995).

La vida útil se determina al someter a estrés el producto, siempre y cuando

las condiciones de almacenamiento sean controladas. Se pueden realizar las

predicciones de vida útil mediante utilización de modelos matemáticos (útil para

evaluación de crecimiento y muerte microbiana), pruebas en tiempo real (para

alimentos frescos de corta vida útil) y pruebas aceleradas (para alimentos con

mucha estabilidad) en donde el deterioro es acelerado y posteriormente estos

valores son utilizados para realizar predicciones bajo condiciones menos severas.

Es importante recalcar que la vida útil no es función del tiempo en sí, sino de las

condiciones de almacenamiento del producto y los límites de calidad establecidos
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tanto por el consumidor como por las normas que rigen propiamente los alimentos

(Pólit, 2006).

2.8.1. Principales factores de deterioro

A continuación se numeran algunos de los factores que causan el deterioro de

los alimentos (Carballo y Larrañaga, 1998; Pólit, 2006):

 Factores Microbiológicos: Los microorganismos pueden causar

deterioro de la calidad de los productos (cambios de aspecto, textura y

sabor). Los valores límites de contaminación aceptables en los alimentos

pueden tomarse de tablas definidas por el Codex Alimentarius u otros

organismos nacionales o internacionales.

 Temperatura: El principal efecto de la temperatura en el deterioro de

los productos tiene relación con la velocidad a la que se producen las

reacciones de oxidación de grasas, cambios de color, de sabor.

 Cambios de humedad: Los intercambios de humedad del producto con

el medio ambiente, pueden causar alteraciones físicas (textura,

aglomeración), alterar el sabor de los productos o permitir el desarrollo

de hongos y bacterias.

 Condiciones de materias primas y procesamiento: Una falta de

control adecuado en todos los procesos de fabricación afectará

necesariamente la estabilidad y por lo tanto la vida útil de un producto.

2.8.2. Determinación de la cinética de deterioro

Según investigaciones planteadas por diferentes autores es difícil realizar

una estimación del tiempo aceptable de almacenamiento. El modelo que
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generalmente se utiliza para este tipo de estudios es el de Arrhenius, asumiendo

que las reacciones siguen cinéticas de primer orden. También se puede aplicar un

modelo lineal de reacción de orden cero (Domínguez, 2007).

La metodología de trabajo consiste en identificar primero las reacciones

químicas y biológicas que influyen en la calidad y seguridad del alimento.

Entonces, a través de un estudio cuidadoso de los componentes del alimento y del

proceso, se determinan las reacciones que se considera que presentan el impacto

más crítico (Labuza, 1994).

En estos casos, bastante comunes, y los únicos que se consideran en la

práctica, la velocidad de estas reacciones hipotéticas se puede expresar en función

de una pseudo constante k y un pseudo orden n.

Según:

……………….…….(1)

Tomando el signo según sea el atributo de calidad un componente que se

pierde (ej. una vitamina) o un producto de degradación que aparece. Esta

simplificación da lugar a la siguiente clasificación (Labuza, 1994).

2.8.2.1. Reacción de orden cero

La relación  lineal entre el atributo y tiempo se obtiene cuando la

reacción es de orden cero n = 0, tendremos:

……………………..(2)

nKQ
dt

dQ


k
dt

dQ
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Integrando la ecuación se obtiene:

……………….…(3)

Dónde:

Q0 = Valor inicial del atributo de calidad

Q  = Valor que toma dicho atributo después de trascurrido el tiempo

t.

Si al final de la vida útil  tf, se alcanza cuando el atributo de calidad

toma un cierto valor,   llamado Qf, tendremos:

………….…(4)

En consecuencia, la vida útil, será:

……….…….....(5)

Qf = Concentración final del factor al tiempo t.

Q0 = Concentración inicial del factor al tiempo 0.

t     = Tiempo de estabilidad (días).

k    = Constante de velocidad a la temperatura estudiada.

El empleo de una ecuación de orden cero es útil en la descripción de

procesos tales como la degradación enzimática, el pardeamiento no

enzimático y la oxidación de los lípidos que lleva al desarrollo de olores

rancios (Labuza, 1994).

2.8.3. Variables que determinan la vida útil de los embutidos

2.8.3.1. Pérdida de peso

Una de las características principales de los embutidos fermentados es

que son productos desecados. Durante la maduración se producen pérdidas

ktQQ  0

uf tkQQ  0

k

QQ
t f

u


 0
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de agua que conllevan a una reducción del peso (mermas) que puede oscilar

entre un 20 ~ 40 % del peso inicial (Liestener, 1995).

Uno de los factores importantes para establecer el periodo de

maduración se debe considerar el, porcentaje de humedad, que estos deben

presentar en un rango de 20 ~ 30% de su peso inicial (Price, 1994 y

Varman et al., 1998).

La pérdida de peso del embutido se debe a la diferencia de humedad.

Es importante que exista siempre una diferencia de humedad (gradiente)

entre el interior del embutido y el aire circundante. El valor de pH ejerce

influencia sobre la cesión de agua por parte de la carne. Si el pH se

encuentra en la proximidad del punto isoeléctrico, el musculo cede la

máxima cantidad de humedad el embutido se seca entonces de forma

óptima, ganando consistencia y capacidad de conservación (Frey, 1995).

2.8.3.2. Calidad microbiológica

 Staphylococcus aureus

Agente causal de intoxicación alimentaria. Hábitat y distribución:

En el hombre el principal reservorio de este microorganismo es la cavidad

nasal, desde donde pasa a la piel. También se encuentra en ojos, garganta y

tracto gastrointestinal. Desde cualquiera de estas localizaciones, pasa a

contaminar los alimentos (Sofos, 1994).
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Necesidades de crecimiento: Microorganismo anaerobio facultativo,

en general, mesófilo, pero para la producción de enterotoxinas necesita una

temperatura entre 40 y 45 ºC. Resiste concentraciones de NaCl hasta de

20% en algunas cepas (Sofos, 1994).

pH mínimo : 4.8 con oxígeno

: 5.5 sin oxígeno

aw : 0.86 con oxígeno

: 0.90 sin oxígeno

Temperatura óptima : 21 ~ 36 ºC

Entre los principales factores implicados en esta intoxicación se

cuentan, la refrigeración insuficiente, las deficientes prácticas de higiene

personal de los manipuladores del alimento, la cocción o tratamiento

térmico insuficiente y la retención del alimento en dispositivos para

mantenerlo caliente durante largos periodos de tiempo.

Entre los alimentos de origen cárnico implicados en esta

intoxicación, se encuentran, las carnes preparadas de cerdo, pollo, pavo y

res y los productos cárnicos curados semisecos.

 Clostridium perfringens

Agente causal de toxicoinfección, ya que produce la toxina cuando

ha invadido el intestino de su huésped (Murano, 1997).

Hábitat y distribución: Este microorganismo se encuentra

ampliamente distribuido en la naturaleza y se transmite a los alimentos

principalmente por las manos de los manipuladores contaminados y por
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contaminaciones cruzadas con alimentos o recipientes que estuvieron en

contacto con alimentos contaminados.

Necesidades de crecimiento: es un bacilo Gram positivo anaerobio y

esporágeno, es mesófilo, tiene necesidades nutritivas relativamente

complejas por la cantidad de aminoácidos que requiere para su desarrollo.

Su crecimiento es inhibido por concentraciones de NaCl del 5% (Sofos,

1994).

Temperatura óptima : 43 ~ 47ºC

pH : <5 o >9 no crece

aw : 0.97

Entre los factores implicados en esta enfermedad están las malas

prácticas de higiene durante la manipulación, la refrigeración insuficiente o

tardía, el almacenamiento inadecuado de alimentos preparados y las

posibilidades de contaminación cruzada que se den en planta.
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III. MATERIALES Y MÉTODOS

3.1. LOCALIZACÍON DEL ESTUDIO

El presente estudio de investigación se realizó en las instalaciones de la Planta

Piloto de Cárnicas de la Escuela profesional de Ingeniería Agroindustrial de la

Universidad Nacional del Altiplano, ubicado en la ciudad de Puno, a una altura de 3827

msnm y una temperatura promedio de 16 ºC.

Los diferentes análisis de las muestras fueron realizadas en los siguientes

laboratorios:

 El material experimental (salchichas) se elaboraron en la Planta Piloto de Carnes

de la Escuela Profesional de Ingeniería Agroindustrial.

 Los análisis microbiológicos se realizaron en el Laboratorio de Microbiología de

Alimentos de la E.P. de Ingeniería Agroindustrial.

 Los análisis físicos se realizaron en el Laboratorio de Biotecnología de los

Alimentos de la E.P. de Ingeniería Agroindustrial.

 El análisis de proteínas se realizó en el Mega- laboratorio, área de Biotecnología

de los Alimentos de la UNA-Puno.

 Las pruebas sensoriales se realizaron en la Planta Piloto de Carnes de la E.P. de

Ingeniería Agroindustrial.

3.2. MATERIAL EXPERIMENTAL

 La carne de cerdo se adquirió en un centro comercial local. Se desconoce la edad,

sexo y las condiciones post-morten de los animales. Se utilizó la pierna de cerdo,

la misma que fue adquirida ya retirada del cuerpo.
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 La grasa de cerdo se adquirió en un centro comercial local. Después de comprarlo

la carne y grasa estas fueron almacenadas en congelación por un día previo a la

elaboración de la salchicha.

 Tripa natural de colágeno de calibre 30 mm de diámetro, marca Alíco.

Suministrado por Alitécno S.A.C.- Arequipa.

 Sal  se adquirió en un centro comercial local. La sal que se utilizó fue sal común,

se la utilizó como conservador, a fin de que añada y acentúa sabor a los

embutidos.

 Nitral sal curante al 20%,  marca Alíco. comercializado por  Alitécno  S.A.C. –

Arequipa. Se utilizó esta sustancia química con los siguientes propósitos:

estabilizar el color de las salchichas, contribuyen a las características del sabor

del producto y logra la inhibición del crecimiento de microorganismos patógenos

y en particular del Clostridium botulinium.

 Azúcar blanca se adquirió en un centro comercial local.

 Cultivos Iniciadores,  las cepas utilizadas fueron:

o Lactobacillus sakei, (B-2) GIN 501116-SAFEPRO, 1 sobre de 25g

equivalente para 200 kg de carne,  en forma pura, procedente de  Chr.

Hansen. México.

o Staphylococcus carnosus, (S-B-61) GIN 502360-BACTOFERM, 1 sobre de

25g equivalente para 100 kg de carne, en forma pura, procedente de Chr.

Hansen. México.

o Staphylococcus carnosus + Lactobacillus sakei, (F-FM-111)

BACTOFERM, 1 sobre de 25g equivalente para 100 kg de carne, en forma

mezclada,  procedente de Chr. Hansen. Argentina.

Las fichas técnicas de estos productos se pueden observar en el anexo.
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3.3. MATERIAL GENERAL DE LABORATORIO

3.3.1. Instrumentos de laboratorio

 Cuchillo  marca tramontina

 Espátula de acero inoxidable

 Fiólas 500 ml marca pírex

 Frasco lavador pizeta de polietileno  boca angosta cap. 500ml

 Gradilla esterilizable sin alambre  No-Wire

 Matraces Erlenmeyer, boca angosta graduado de 100, 250 y 500 ml marca

pírex

 Mechero de alcohol

 Pinza para vasos con punta de vinillo en acero niquelado

 Pipetas automáticas de 1-10 μl, 10 -100 μl, 50 - 200 μl, 100 - 1000 μl y de

1- 5 ml utilizadas son de la marca BIOHIT.

 Pipetas serológicas (graduada) CLASEA de capacidad 1, 2, 5 y 10 ml

 Placas Petri marca STERIPLAN, en vidrio cal soda de ∅ 60

 Probeta graduada, con pie hexagonal y pico de 50, 100 y 250 ml marca

pírex

 Tubo para cultivo  con tapa rosca y junta de goma vidrio AR

 Vasos precipitado de  forma baja, graduado con pico Beaker de 50, 100 ml

3.3.2. Equipos

 Autoclave modelo LS-BSOL – II, volumen 50 L

 Balanza analítica precisión marca AND FR–300 Japón Cap. de 0.0001 a

310 g.

 Cocina eléctrica
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 Conjunto para electroforesis Bio-Rad con kit para preparación de geles,

cuba de corrida y fuente de poder

 Cuenta colonias

 Cubeta de electroforesis Verticales modelo. Miniprotean de Bio-Rad. con

cristales, peines y separadores.

 Cutter, modelo CUE25, marca A &C Ingenieros; año de fabricación 2005,

peso aproximado 250 Kg.

 Determinador de agua en productos (aw). Marca  AQUALAB

 Embutidora Blander Stomacher 400 y Sorval Omni – mixer 17106.

 Estufa labor Muszeripari Muvek

 Estufa Universal e incubdoras marca “MEMMERT”

 Licuadora marca Oster Cap. 1L

 Molino de carnes Moulinex 320 MX

 pH-metro digital modelo HM – 5S.

 Refrigeradora

 Termohigrometro de vidrio de mercurio Escala  interna, inmersión total

rango -50 °C a 150 °C

 Termómetro -5~120ºC marca Pírex

3.3.3. Reactivos

 Disolución de SDS: 10 % en agua destilada

 N, N, N', N' – Tetrametil- etileno –diamina (TEMED) solución comercial

Merck peruana S. A.

 Patrón de proteínas albúmina (84.2 kDa), ovoalbúmina (47.8 kDa),−fosfato (110 kDa), anhidrasa carbónicaII (32.7 kDa) α-lactoalbúmina

(14,2kDa) y aprotinina (6,5 kDa). Merck peruana S. A.



43

 Tampón de electroforesis: contiene 14,4 g/l de glicina, 3 g/l de Tris (base) y

10 ml/l de SDS 10%. Merck peruana S. A.

 Tampón de Ruptura 5X que contiene: 2,5 ml de solución de dodecil sulfato

sódico (SDS)  10%; 0,2 ml de 2 - β -mercaptoetanol; 0,5 ml de azul de

bromofenol 0,05%; 0,3 ml de tampón de electroforesis; 1 ml de glicerol y

0,5 ml de Tris 0,5 M pH 6,8. Merck peruana S. A.

 Tampón del gel acumulador: Tris 0,5 M; pH = 6,8 Merck peruana S. A.

 Tampón del gel separador: Tris 1M; pH = 8,8 Merck peruana S. A.

 Solución de acrilamida/bisacrilamida: Contiene 30 % acrilamida + 0.8 %

bisacrilamida preparada en agua destilada Merck peruana S. A.

3.3.4. Medios de cultivo

 Agar Man Rogosa Sharpe (MRS) marca Breitania  suministrada por

Biosym E.I.R.L. peruana.

 Plate count agar (PCA) . Merck peruana S. A

 Agar VRBA (Agar con Bilis Rojo Neutro y Cristal violeta)

 Agua destilada

 Agua de peptona Merck peruana S. A.

 Mannitol sal agar

 Agar TSC (Triptosa Sulfito Cicloserina)
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3.4. MÉTODOS

3.4.1. Metodología experimental

 Preparación de los cultivos iniciadores

Los cultivos iniciadores empleadas fueron L. sakei, S carnosus en forma

pura suministrada por la firma Chr. Hansen (México) y L sakei + S carnosus en

mezcla Chr. Hansen (Argentina). Estas cepas fueron seleccionadas en base a su

capacidad de crecer y disminuir el pH rápidamente sobre la carne. Adquiridos en

forma liofilizada, por lo que es importante rehidratarlos antes de su uso. Para realizar

este proceso se empleó agua destilada esterilizada. Se utilizó 50 ml de agua destilada

esterilizada, 0,5 g de sal común, el cultivo iniciador se agregó a una dosis

recomendada por la fábrica siguiendo las instrucciones de las fichas técnicas, para el

producto a elaborar, e incubándose posteriormente a 28 ºC durante 12 horas previo

al proceso.

 Embutido

Después de elaborada la masa cárnica, se la rellenó en tripa de natural de

colágeno calibre 30 mm de diámetro. Es una tripa sintética que está constituida por

celulosa natural. Lo que la hace resistente, además una de las características más

importantes es su permeabilidad a la humedad, lo que en esta tripa se adhiera de

forma correcta al embutido mientras este iba perdiendo humedad, en la etapa de

secado -madurado.

La unidad experimental constó de 20 kg de materia prima en carne de cerdo

el cual se dividió en cuatro tratamientos de 5 kg de salchicha  por tratamiento. Se

utilizó un total 144 salchichas  que se distribuyeron en 3 tratamientos de 36 piezas

cada una más el testigo o tratamiento control. Esto se detalla en la Tabla 5.
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Tabla 5. Esquema del experimento

Código Tratamientos
Cantidad de

salchichas

A

B

C

D

Control (sin cultivo)

Lactobacillus sakei (pura)

Staphylococcus carnosus (pura)

Lactobacillus sakei + Staphylococcus carnosus (mezcla)

36

36

36

36

 Estufaje

Se colocaron las muestras elaboradas de salchichas en una cámara de

incubación a una temperatura de 28ºC óptimo para el desarrollo de los

microorganismos de los cultivos iniciadores empleados.

Fermentación

Temperatura

Humedad Relativa

Tiempo

Maduración o Secado

Temperatura

Humedad Relativa

Tiempo

28º C

85 ~ 90 %

3 días

15 ~ 21º C

70 ~ 85 %

18 días

 Secado o madurado

Durante la etapa de secado se observó como el embutido cambió su aspecto

externo, debido a que perdió humedad principalmente por la diferencia del

porcentaje de humedad relativa del medio (70 ~ 85%); además, del bajo pH que

presentaron las muestras, que produjo que las proteínas liberen el agua propia de la
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carne y que atraparon durante el proceso de elaboración. Se mantuvo al embutido en

la cámara de maduración durante un período de 21 días, hasta que cumplió con

características establecidas para un embutido madurado.

3.4.2. Elaboración de las salchichas

La elaboración de las salchichas se realizó siguiendo las técnicas de

fabricación tradicionales con los ingredientes que se relacionan en la Tabla 6.

Todos estos ingredientes fueron mezclados y amasados en una cutter y a

continuación se embutieron en tripa de colágeno de 30 mm de diámetro. Se

elaboraron piezas que pesaron entre 150 ~ 160 g.

Tabla 6: Ingredientes para la fabricación de las salchichas.

Ingredientes Cantidad en kg %

Carne de cerdo

Grasa de cerdo dura

Sal común

Azúcares

Sal de cura (nitrito)

17.40

2.0

0.400

0.200

0.020

87

10

2

1

0.1

Fuente: Adaptado a Mata,(1999)  .
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Figura 3: Diagrama de flujo de elaboración de salchichas

Fuente: Adaptado a Lücke   (1998).

PICADO

MEZCLADO

GRASA T°: – 2 ~ - 1 °C
pH: 6.0 ~ 5,6

Tamaño: 8 ~ 5
cm

SELECCIÓN DE MATERIAS
PRIMAS

CARNE

Tiempo: 5 ~ 3 min
Azúcar : 200 g
Sal : 400 g
Nitrato : 0.20 g

REPOSO
Tiempo: 12 h
T° : 4 ~ 1 °C

Empleo de cultivo iniciador
B: 0,625 g Ls.
C: 1,25 g Sc.
D: 1,25 g Ls.+ Sc.

Tiempo: 10  min
T°: ~14 °C

MOLIDO

*Permeable a la humedad,
40 mm de diámetro
*Peso: 160 ~ 150g
*Longitudes: 14 ~ 10 cm

EMBUTIDOTRIPA DE COLAGENO

FERMENTACION T°: 28°C
Tiempo: 24 ~ 72 h
% HR: 85 ~ 90%

T°: 21 ~ 15°C
Tiempo: 3 ~ 21 días
% HR: 70 ~ 85%

PH: 5 ~ 5,6
Perdida de  agua 36 ~ 39 %
aw: 0,81 ~ 0.89

MADURACION O
SECADO

PRODUCTO
TERMINADO

ALMACENDO T°: 15,20, 25 °C
Tiempo: 45 días
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Para la elaboración del producto, se realizó el siguiente proceso:

 Recepción de la materia prima: en esta etapa se realizó recepción

de la carne y de los demás ingredientes, luego se procedió a pesar los

ingredientes de la formulación.

 Deshuesado y Picado: se separó la carne pura del hueso, se

eliminaron partes de la carne que no son utilizables en el proceso

como tendones y se troceo la carne y la grasa de 5 ~ 8 cm.

 Mezclado y reposado: de la carne y de la grasa de cerdo  picadas se

mezclaron con los demás ingredientes y se dejó en reposo en

refrigeración por un tiempo de 12 h. (a este proceso se denomina

curado), teniendo un peso total de 20 kilos de la mezcla.

 Molido: antes de realizar el molido, se dividió la  masa cárnica en

cuatro porciones iguales para los tratamientos A, B, C y D. En

seguida se procedió a moler la mezcla en un molino de carnes.  A

continuación se realizó el mezclado; con la ayuda de la cutter para

conseguir un amasado y mezclado homogéneo de la pasta. finalmente

se añadió la cantidad correspondiente de los cultivos iniciadores para

los diferentes  tratamientos: B, C y D considerando A como

tratamiento control.

 Embutido: se embutió la pasta, en la embutidora Blander Stomacher,

en tripas de colágeno natural de calibre 30 mm de diámetro, se

cortaron en piezas que fluctuaban  entre 10 ~ 14 cm de longitud.

 Estufado o fermentado: posteriormente las salchichas fueron

transportadas a una cámara de incubación a una  temperatura de 28 °C

y humedad relativa de 85 ~ 90 HR% por un tiempo de 72 horas.



49

 Madurado o secado: una vez finalizada la etapa de fermentación de

las salchichas, las condiciones de la cámara de incubación se

variaron: a temperatura de 21°C, 85% HR por un tiempo de 6 y 15

°C, 75 %  HR por 12 días.

 Almacenado: el almacenamiento se realizó a diferentes temperaturas

(15°C, 20°C y 25 °C)  por un periodo de 45 días, para predecir su

tiempo  de vida útil.

3.4.3. Factores en estudio

A:      Cultivos iniciadores

 Control (A)

 Lactobacillus sakei (B)

 Staphylococcus carnosus (C)

 Lactobacillus Sakei + Staphylococcus carnosus (D)

B:      Tiempos de control  del procesamiento

 0 días

 3 días

 6 días

 12 días

 21 días

3.4.4. Variables de respuesta

 Propiedades físicas

o pH

o Actividad de agua (aw)

 Características microbiológicas
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o Bacterias ácido lácticas (ufc/ml)

o Bacterias viables totales (ufc/ml)

o Coliformes totales (ufc/ml)

 Propiedades químicas

o Intensidad de las bandas de las proteínas miofibrilares

o Intensidad de las bandas de las proteínas sarplasmaticas

 Análisis sensorial (aceptabilidad, color, olor, sabor y textura)

 Vida útil

o Controles microbiológicos

o Controles de pérdida de peso

3.4.5 Método para el análisis físico

3.4.5.1 Determinación de pH

La medición del pH fue realizada a los 0, 3, 6, 12 y 21 días de

maduración con un pH-metro marca ORION modelo 410A (Orion

Research, Boston, EUA), de acuerdo con el método reportado por

Raveendran et al., (1993). Se picaron 10 g de muestra, a las que se les

adicionaron 90 ml de agua destilada, posteriormente se realizó un

homogenizado en una licuadora doméstica a máxima velocidad, durante

aproximadamente 5 minutos.

A partir de esta solución se tomaron 10 ml a los cuales se les midió

el pH por introducción directa del electrodo en la misma. Cada medición se

realizó por triplicado.
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3.4.5.2 Determinación de la actividad de agua

La medición de la actividad de agua (aw) se realizó siguiendo el

método reportado por Rodríguez, (2011) con un determinador de agua en

productos Marca  AQUALAB.

En una cubeta de plástico especial del equipo de medida, se

depositaron  5 g de salchicha previamente picadas, en seguida se introdujo

la cubeta en la cámara de medición de agua en productos, por un tiempo de

3 ~ 5 minutos. Posteriormente se procedió a realizar  la lectura

correspondiente del valor de actividad de agua. Cada medición se realizó

por triplicado.

3.4.6 Método para el análisis microbiológico

3.4.6.1 Preparación de las muestras

En la toma de muestras para los análisis microbiológicos se ha

seguido el método descrito por Pascual (1992) para embutidos crudos

curados. La preparación de las diluciones decimales se realizó tomando 10

g de salchicha y con 90 ml de agua de peptona al 0.1% estéril,

posteriormente se realizó un homogenizado en una licuadora doméstica a

máxima velocidad, durante aproximadamente 5 minutos. A partir de ella se

prepararon las sucesivas diluciones decimales seriadas en agua de peptona

estéril al 0.1 %.

 Preparación de las diluciones

Las diluciones se prepararon a partir de la muestra homogenizada,

tomando de ella 1 ml que se depositó en un tubo que contenía 9 ml de agua
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de peptona estéril al 1%. Después de agitado el tubo, se tomó 1 ml que se

añadió a un nuevo tubo con 9 ml de agua de peptona estéril y así

sucesivamente, hasta conseguir la dilución deseada.

3.4.6.2 Preparación de los medios de cultivo

Se efectuó de acuerdo con las instrucciones de la casa

suministradora del agar. Los medios de cultivo empleados en los recuentos

fueron:

a) Agar para recuento en placa (PCA). Se empleó como medio

para recuento de microorganismos viables totales.

b) Agar de Man, Rogosa y Sharpe (MRS). Se utilizó para el

recuento de bacterias acido lácticas.

c) Agar VRBA (Agar con Bilis, Rojo neutro y Cristal Violeta,

Oxoid CM017). Se empleó como medio para recuento de

doliformes totales.

 Siembra en placas

De acuerdo con el número de microorganismos, se tomó 1 ml de las

diluciones deseadas y se depositó en placas de Petri sembrado por

profundidad.  Seguidamente se vertió 10 ~ 15 ml de Agar a unos 45 ºC

previamente autoclavado a 112 ºC por 15 minutos para cubrir el fondo de la

placa; en seguida éstas se deslizaron suavemente para homogeneizar la

muestra y el agar. La incubación de microorganismos se efectuó en una

estufa de acuerdo a la temperatura y tiempo establecido para cada tipo de

microorganismo.
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Tras la incubación se realizó el recuento de las colonias presentes en

las placas, considerando válidos los valores comprendidos entre 30 y 300

colonias. Los resultados finales se expresaron en (log ufc/ml) de muestra.

3.4.6.3 Enumeración de la flora láctica (BAL)

El crecimiento de bacterias lácticas se evalúo cada 3 días (0, 3, 6, 12 y

21) durante el periodo de maduración en agar MRS. A partir de la serie de

diluciones decimales, se depositó con una pipeta estéril 1 ml de cada

dilución en placas de petri estériles de 90 mm de diámetro. A cada placa se

le añadieron unos 15 ml de medio agar MRS a una temperatura de 45 ºC, se

mezcló cuidadosamente y se dejó solidificar, colocando las placas sobre

una superficie horizontal (Método de siembra en profundidad). Una vez

solidificadas las placas se introdujeron invertidas en estufa de incubación a

37 ºC  durante 72 h, hasta obtener crecimiento de colonias de bacterias

lácticas. Los resultados se reportan como (log ufc/ml). Cada medición se

realizó por duplicado.

3.4.6.4 Enumeración de las bacterias viables totales

Se realizó el mismo procedimiento descrito para la flora láctica

empleando el método de siembra en profundidad, adicionando una segunda

capa de medio. Una vez solidificadas las placas de agar APC se

introdujeron invertidas en estufa de incubación a 37 ºC  durante 24 h. Tras

el período de incubación se efectuó el recuento de colonias viables

expresando el resultado como (log ufc/ml) de muestra. Cada medición se

realizó por duplicado.
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3.4.6.5 Enumeración de coliformes totales

El análisis de coliformes totales se realizó el mismo procedimiento

descrito para la flora láctica empleando el método de siembra en

profundidad. Una vez solidificadas las placas de agar VRBA se

introdujeron invertidas en estufa de incubación a 37 ºC por 24 h. Tras el

período de incubación se efectuó el recuento de colonias viables expresando

el resultado como (log ufc/ml) de muestra. Cada medición se realizó por

duplicado.

3.4.7 Evaluación de los atributos sensoriales

La estimación subjetiva de aceptabilidad y evaluación organoléptica

fue realizada a los 21 días de maduración, es decir, terminado el producto.

El panel de catadores consto 10 personas semi-entrenadas, de los cuales 4

fueron hombres y 6 mujeres. Las cataciones fueron realizadas en la planta

piloto de carnes de la Escuela Profesional de Ingeniería Agroindustrial.

La metodología para realizar estas dos evaluaciones es la descrita a

continuación, la diferencia fue los formularios de evaluación. Los

formularios para el estudio de aceptabilidad y el formulario para la

evaluación organoléptica se pueden observar en los Anexos I y II.

3.4.8 Método para el análisis de electroforesis (SDS-PAGE)

El estudio de la degradación proteica de  las salchichas fermentadas

se realizó  a los 0, 3 y 21 días de procesamiento.

El estudio de la degradación de proteínas miofibrilares y

sarcoplásmicas, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) se detalla la metodología en el anexo III.
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3.4.9 Método para el estudio de vida útil

El estudio de vida útil se realizó a los 0, 5, 10, 15 y 20 días de

almacenamiento, considerándose como día cero, a la finalización del

proceso de maduración de las salchichas (día 21). Se prepararon 15 piezas

de salchichas por cada de tratamiento, sumando un total de 60 unidades de

salchichas. Las muestras en estudio se mantuvieron  almacenadas a

temperaturas de 15, 20, 25 ºC, Las mediciones consideradas para el estudio

de vida útil fueron los siguientes: control de peso merma y evolución

microbiológica.

3.4.9.1 Control de mermas de pesos

El control de mermas se realizó efectuando pesadas periódicas a tres

piezas. De salchichas de cada tratamiento, que reservaron para este fin las

pesadas se realizaron. Coincidiendo con los días de control los resultados se

expresaron como porcentajes de mermas referidos al peso inicial de cada

pieza de salchicha.

El porcentaje de pérdida de peso (%PP) se da, principalmente, por la

eliminación de agua durante el período de secado de las salchichas.

% PP = X 100%

Dónde:

%PP = Porcentaje de pérdida de peso

Wo = Peso inicial

Wi = Peso registrada
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3.4.9.2 Pruebas microbiológica

 Presencia  de Staphylococcus aureus

El crecimiento de Staphylococcus aureus se evalúo durante el periodo

de almacenamiento de las salchichas, en agar Manitol Sal. En este ensayo

se empleó la técnica en siembra en profundidad. Se tomó 10 g de muestras

y se procedió a licuar con 90 ml de agua peptonada estéril. Inmediatamente

se realizaron las diluciones correspondientes, necesarias para la

identificación de los microorganismos (10-1, 10-2 y 10-3) posteriormente se

procedió a sembrar las diluciones (por duplicado) en cajas petri estériles y

se vertieron de 15 a 20 ml de Agar Manitol Sal previamente temperado.

Enseguida se realizó la incubación de  las placas en forma invertida

(tapadera hacia abajo) a 37° C por 24 ~ 48 horas. Los conteos de las

colonias formadas se expresaron como ufc/ml.

 Presencia de Clostridium perfringens

Por la producción de toxinas patogénicas, la identificación de

Clostridium perfringens en embutidos madurados es importante para evitar

intoxicaciones que se podrían dar por el consumo del producto

contaminado. Se siguió en mismo procedimiento para Staphylococcus

aureus, las siembras se realizaron en Agar TSC (Triptosa Sulfito

Cicloserina) por duplicado y los resultados de los conteos de  colonias

formadas se expresaron como  ufc/ml.
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3.5 DISEÑO EXPERIMENTAL

Para la evaluación del efecto de los cultivos iniciadores en las salchichas, se aplicó

una estadística básica analizando el promedio y la desviación estándar de cada parámetro

evaluado. También, para determinar si existieron diferencias significativas del contenido

las características físicas (pH y aw) y microbiológicas  se realizó un análisis de varianza

(ANOVA). En los casos en que las diferencias fueron significativas, las medidas se

comprobaron usando el test de Duncan (P<0,05). Para todos estos análisis se empleó el

programa informático SPSS Statistics v.20.

I.5.1. Evolución de la actividad de agua (aw), pH, y microbiología de las

salchichas.

Para el presente trabajo de investigación sobre salchichas fermentadas se

analizaron pruebas físicas: pH, actividad de agua (aw); pruebas de análisis

microbiológicas: bacterias acido lácticas, bacterias viables totales y coliformes

totales. Se realizó mediante la evaluación  del efecto de cultivo iniciador y tiempo

durante el procesamiento para lo cual se utilizó el siguiente diseño estadístico:

Diseño completamente al azar con el siguiente modelo lineal:

Modelo estadístico lineal: Yij= + i + ij

Dónde:

Yij =Es una observación en la j-ésima unidad experimental, sujeto al i-

ésimo tratamiento

μ = Es el efecto  medida general.

τi = Es el efecto del i-esimo tratamiento i = 1,2,3,4
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εij        = Efecto verdadero  de la efecto j-esima unidad experimental  (replica),

sujeta al i-esimo tratamiento (error experimetal)

I.5.2. Característica sensorial de las salchichas

Para comparar los atributos sensoriales se aplicó un análisis de varianza en

bloque, ajustado al siguiente modelo  matemático.

Yijk = μ + tratamientoi + catadorj + Ɛij

Dónde:

Yijk = Es la  ijk – ésima  observación,

μ = Media global

TRATi = Efecto de la i-ésima  tratamiento i = 1,2,3,4

Catadorj = Efecto del j- ésimo bloque (catador) j = 1,2,3,… 10

Ɛij = Componentes aleatorios del error.

I.5.3. Determinación de la vida útil de las salchichas

Para determinar la vida útil del producto se utilizó el modelo de reacción

cinética basado en la ecuación de Arrhenius, (reacción de orden cero) controlando

cabios de la concentración de algunos componentes como el porcentaje de pérdida

de peso, evolución microbiana, el modelo aplicado a la determinación de vida útil

de las salchichas es el siguiente.

Cálculo velocidad constante de deterioro, utilizando la siguiente formula:

k

QQ
t f

u


 0
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Qf = Concentración final del factor al tiempo t.

Q0 = Concentración inicial del factor al tiempo 0.

t = Tiempo de estabilidad (días).

k = Constante de velocidad a la temperatura estudiada.
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II. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. PARAMETROS FÍSICOS

4.1.1. Evolución del pH

En la Figura 4 se muestra la evolución del pH a lo largo del proceso de

maduración de las salchichas desde los días 0 ~ 21 y en el anexo IV muestra los

resultados de valores medios y la desviación estándar.

Como se observa en la Figura 4, durante la fase de fermentación

comprendidas entre los días 0 a 3 se produce un descenso del pH, que es más

acusado en las salchichas del tratamiento D, registrando valores  medios de (6,03 a

5,50) mostrando  una descenso aproximada de cinco unidades de pH, seguido por

el tratamiento B con una, disminución de tres unidades de pH aproximadamente.

Los valores de pH que registran el  tratamiento C y A, fueron diferentes de los

observados del resto, muestran una caída de pH más lenta. Esta caída de pH de

acuerdo con lo reportado por Stiles, (1996) y Schillinger et, al., (1996) durante la

fermentación de las salchichas es ocasionada por la acción de bacterias lácticas

sobre los azucares con consecuente producción de ácido láctico.

Por otra parte, en las etapas iniciales e intermedias de la maduración aún

continúa el descenso del pH en los tratamientos D, B y C hasta los días 12 de

maduración, en este momento se alcanzan los mínimos valores de pH en todos los

tratamientos excepto el control.
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Este valor mínimo puede interpretarse como el momento en el cual cesa la

liberación de protones y en nuestro estudio osciló entre 5,13 para los tratamientos

D y B, seguida por el tratamiento C con una media de 5,23 y de 5,73 para el

control como se muestra en el (anexo IV) posteriormente se produce cierta

estabilidad, hasta  el final.

El análisis de varianza que se realizó entre las distintas etapas de

maduración son significativas (p < 0,05) partir del día 3 al parecer muestra efecto

los cultivos iniciadores  sobre la respuesta experimental del pH.

Se realizó la prueba de Duncan al 5% de significancia las comparaciones se

muestran que todos los tratamientos presentan diferencias, se establece que

cualquier cultivo iniciador empleado se obtendrá diferencia entre los valores de

pH. El descenso de pH también se refleja en el desarrollo de la flora Gram negativo

(coliformes), que disminuyó a medida que se reduce el pH, algunos autores

afirman que la Gram negativo puede llegar a desaparecer inhibida por el descenso

del pH y por el predominio de la flora láctica.

Los resultados obtenidos pudieron explicarse basándose en que los factores

como temperatura y humedad relativa controlas pudieron enmascarar el efecto del

pH en las distintas etapas del proceso.

Por otro lado, los valores observados para el pH al final del proceso se

muestran  coincidentes con los señalados por distintos autores para embutidos

similares (Sanz, et al., 1997b) aunque son ligeramente superiores a los

determinados por otros autores que han señalado valores de pH final inferiores a
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5,0 en productos elaborados y madurados en condiciones similares a las mostradas

en este trabajo (Bello y Sánchez, 1997).

4.1.2. Evolución de la actividad de agua (aw)

La actividad de aw es uno de los factores  más relevantes para la

multiplicación microbiana y consecuente para la estabilidad de los alimentos. En la

Figura 5 se presenta la evolución de estos valores a lo largo del proceso de

maduración de los embutidos y en el (anexo V) muestra los valores medios y

desviación estándar.

La aw fue descendiendo paulatinamente a lo largo del proceso madurativo

como era de esperar desde valores inicial promedio de 0,9652 hasta 0.8197 para el

tratamiento D y 0.9668 a 0.8389 para el B. Las salchichas del tratamiento C

presentaron valores comprendidos entre 0,9599 hasta 0,8495, el tratamiento A

(control) presento un aw de agua final de 0,8914. Como se puede apreciar en la

figura 5, todas las salchichas mostraron una evolución lineal descendiente con

excepción de la muestra control.

Mediante el análisis de varianza de los valores de aw no se aprecian

diferencias entre los distintos tratamientos (p > 0,05) a pesar que en la etapa de

maduración descendió los valores de aw.
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Los resultados finales obtenidos de la maduración son muy similares a los

rangos referidos por Rojas et al., (1991), para embutidos fermentados que oscilan

entre 0,83 ~ 0,96 con una media de 0,91. Pueden considerarse estas salchichas

como alimento de humedad intermedia (AHÍ). Esto confirma que la reducción de

la aw inhibe el crecimiento de la microflora Gram negativa responsable de

numerosos defectos en embutidos, a su vez la inhibición de estos microorganismos

favorece el desarrollo de la flora beneficiosa responsable de la maduración:

micrococáceas y bacterias ácido lácticas. En nuestro caso se ha observado una

relación directa entre la aw y el recuento de coliformes, al no reportar su presencia,

esto confirma que la reducción de la aw de agua inhibe el crecimiento de la

microflora Gram negativa.

Como se ha mencionado anteriormente, la aw es uno más de los factores u

obstáculos que participan en la estabilidad microbiológica de los productos crudos

curados y que tiene mayor repercusión a medida que avanza el proceso de

maduración. Sin embrago Mata (1999), establecieron  un límite de 0,91 de aw para

inhibir a todos los patógenos excepto staphylococus aureus, en condiciones de

aerobios.

4.2. EVOLUCIÓN DE LOS RECUENTOS MICROBIOLÓGICOS

4.2.1. Flora láctica

El recuento de la flora láctica se realizó mediante la siembra en agar MRS,

a los 0, 3, 6, 12 y 21 días de maduración. Los valores medios de BAL (expresados

como log ufc/ml) en la Figura 6 se presenta la evolución de estos valores a lo largo

de la maduración de las salchichas y las desviaciones estándar de los diferentes
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tratamientos analizadas se muestran en el anexo VI, Como se pueden observar los

recuentos iniciales fueron más elevados en los embutidos empleados con cultivos

iniciadores, que mostraron valores de 6,93 y 6,96 para los tratamientos D y B,

respectivamente. Estos recuentos fueron casi dos unidades logarítmicas más

elevadas que el determinado en las salchichas sin empleo de cultivo tratamiento A

donde se determinó un valor de 5,30 log ufc/ml. Las salchichas empleadas con S.

carnosus del tratamiento C mostro un valor intermedio, con recuentos de 5,97. Esta

diferencia puede atribuirse a la adición de células viables que se realiza cuando se

utiliza cultivos iniciadores. Numerosos investigadores han comprobado que la

adición de cultivos iniciadores incrementa los recuentos iniciales de las bacterias

lácticas, (Mata, 1999, Hugas et al., 1993 y Leistner, 1995). En el caso de S.

carnosus tratamiento C no se observa un incremento considerable ya que este no

aporta células viables a la masa cárnica, puesto que como se ha definido

anteriormente este producto contribuye a formación estabilidad del color y aroma.

Durante la fase de fermentación las salchichas de los tratamientos B y D

experimentaron un aumento que les llevo a obtener valores de 8, 46 y 8, 93 log

ufc/ml respectivamente. Estos recuentos permanecieron prácticamente constantes

durante los días de maduración hasta el final del proceso donde determinaron

recuentos de 8,46 y 8,98 log ufc/ml. Las salchichas empleadas con S. carnosus del

tratamiento C y el control A, a comparación de los demás se observa un ligero

incremento en etapa de fermentación obteniendo valores de 6,61 y 6,52 log ufc/ml

respectivamente. Estos recuentos experimentaron ligeras oscilaciones en el

trascurso de la maduración para el final mostrando unos valores de 7, 82

(tratamiento C) y 7,22 (tratamiento A) log ufc/ml.
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Las diferencias observadas entre las salchichas empleadas con cultivos

iniciadores fueron estadísticamente significativas (P < 0,005). Por otro lado, las

salchichas sin cultivo (tratamiento A) mostraron los recuentos de bacterias lácticas

más bajos, estableciendo también diferencias significativas con el resto de

tratamientos. Con respecto a la evolución sea comprobado que los recuentos

obtenidos durante la etapa inicial de fermentación para todos los tratamientos

fueron significativamente (P > 0,005) observándose estas diferencias significativas

hasta el final del proceso.

El predominio de las lactobacilos en las salchichas  a los que no se ha

adicionado cultivo iniciador ha sido previamente descrito por numerosos autores

(Mata, 1999 y Díaz, 1994b). Este predominio confirma el hecho de que bajo unas

condiciones de maduración adecuada y con unas buenas prácticas de fabricación

(BPF) se pueden producir salchichas de  excelente calidad.

No obstante, (Fadda et  al., 2008) afirma que los lactobacilos son el género

que predomina de forma natural en este tipo de productos y en carnes envasadas al

vacío, por tanto, las cepas aisladas de estos productos que se utilizan como cultivos

iniciadores, están mejor adaptadas y se desarrollan más.

En nuestro estudio los embutidos inoculados con cultivos iniciadores

(tratamientos D y B) obtuvieron los recuentos más elevados tras la fermentación,

próximos a 9 log ufc/ml mientras que el resto de tratamientos no excedió el valor

de 8 log ufc/ml. Además los embutidos de los tratamientos D y B alcanzaron los

recuentos máximos en la fermentación, en tanto que los otros embutidos no lo
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consiguieron hasta final del proceso. Recuentos similares fueron determinados por

Montel et al. (1993) en embutidos inoculados con L. sake y S. carnosus fue capaz

de dirigir la fermentación y se instauró como microorganismo predominante.

Estos resultados podrían ser explicados en base a que el uso de cultivos

iniciadores en la elaboración de este tipo de productos provee a las mismas de un

número suficiente de microorganismos como ocurre en los tratamientos B y D que

asegura numéricamente el dominio de ellos sobre el resto de la flora acompañante

este hecho acelera el proceso de fermentación que junto al uso de una temperatura

adecuada asegura una fermentación rápida de modo de que un ambiente acido  en

el producto constituye un mecanismo de control de bacterias  indeseables.

4.2.2. Recuento de bacterias viables totales

La evolución de dichos recuentos se representa esquemáticamente en la

Figura 7. Como puede apreciarse la evolución es similar para todos los

tratamientos de las salchichas. Durante la fermentación se produce un considerable

incremento de los valores iniciales posteriormente se mantienen constantes durante

el resto de la maduración ó bien descienden ligeramente en los últimos estadios y

en el anexo VII, se muestran los valores medios y las desviaciones estándar de los

recuentos de bacterias viables totales (expresado como log ufc/ml) de los distintos

tratamientos de salchichas analizados a lo largo de la maduración.

Partiendo de valores iniciales de bacterias viables totales comprendidos

entre 6,51 y 6,69 log ufc/ml, tras la fermentación se produce un incremento de los

recuentos que varía dependiendo del tratamiento. Los salchichas inoculados con
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cultivo iniciadores (tratamiento D) experimentaron un aumento alcanzando

recuentos de 6,77 log ufc/ml. Recuentos similares mostraron los salchichas de

(tratamiento C), que con un incremento alcanzaron un valor de 6,74 log ufc/ml.

Estos recuentos fueron los máximos obtenidos tras fase de fermentación.

Durante los primeros estadios de la maduración el recuento total de las

salchichas del tratamiento D siguió aumentando ligeramente hasta alcanzar un

máximo en el día 6 con un valor de 6.84 log ufc/ml, el cual volvió a descender en

los siguientes días hasta un valor final de 6.80 log ufc/ml. Las salchichas del

(tratamiento A), en cambio, mantuvieron constante el valor alcanzando en la

fermentación, durante la maduración y se incrementó ligeramente al final,

alcanzando un valor de 6,81 log ufc/ml. Finalmente las salchichas de los

tratamiento (B y C), experimentaron el menor incremento de todos, permitió

obtener un recuento de 6,71 y 6,74 log ufc/ml. Este valor continuó aumentando

hasta alcanzar el valor máximo en el día 21 (6.78 y 6,67 log ufc/ml) última etapa

de la maduración. Estas diferencias pueden ser debidas a la tecnología de

fabricación empleada, concretamente al tiempo que permanece la masa
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cárnica en reposo antes del embutido. El análisis de varianza no detecto diferencias

significativas (P > 0,05) entre los recuentos en la fase de fermentación y en las

demás etapas del proceso.

En cuanto a la evolución durante la fermentación, distintos autores

coinciden en señalar que se produce un incremento considerable de la flora inicial

hasta valores próximos a 8 log ufc/ml (Mata, 1999 y Martin, 2005). En embutidos

madurados naturalmente, sin adición de aditivos lácticos, Samelis et al. (1994)

señalaron que durante la fermentación se producía un incremento del recuento total

del 14 %, hasta valores de 7,32 ~ 7,77 log ufc/ml. Estas diferencias en los

recuentos también se observaron en nuestro estudio, estableciéndose una diferencia

de casi una unidad logarítmica entre los recuentos de los tratamientos A y D. No

obstante estas diferencias pueden llegar a ser incluso superiores a 5 unidades

logarítmicas entre los recuentos microbianos de embutidos adicionados de cultivos

iniciadores de bacterias lácticas y los recuentos de embutidos sin inocular (García

et al., 1992)

En cuanto al resto del proceso, los recuentos se mantienen prácticamente

constantes, aunque pueden existir ligeras oscilaciones de aumento o descenso. Los

valores máximos se determinaron en casi todos los casos entre los días 3 y 6 de

maduración, para luego descender ligeramente, excepto en las salchichas sin

inoculo de cultivo iniciador (tratamiento A), donde el máximo valor se determinó

el día 21 de maduración. En general, en la mayoría de los trabajos consultados los

valores máximos se alcanzan tras la fermentación, y a partir de ese momento, bien
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descienden ligeramente (Ordóñez et al., 1995; Sanz et al., 1997b) o permanecen

constantes hasta el final del proceso.

4.2.3. Coliformes totales

La presencia de esta bacteria es identificación de un inadecuado control,

tanto en materias primas, equipos y del personal, ya que es común encontrarla en el

grupo de coliformes fecales. En la Tabla 7 se muestra los valores medios y

desviaciones obtenidos en el contaje de coliformes totales, que se expresan como

(log ufc/ml).

Tabla 7: Valores medios y desviación estándar de los recuentos de bacterias

coliformes (log ufc/ml muestra).

Trat.

Tiempo (días)

0 3 6

A- control 4,01 ± 0,35 a 1,87 ± 2,64 a ND

B- L.sakei 4,10 ± 0,37 a ND ND

C- S.carnosus 4,20 ± 0,33 a ND ND

D - Ls + Sc 3,76 ± 0,26 a ND ND

Dónde: ND = no determinado

Como puede observarse en la Tabla 7 los recuentos iniciales fueron muy

similares para todos los tratamientos de las salchichas, oscilando entre 4,01 y 3,76

log ufc/ml, y es durante etapa de fermentación cuando comienzan a establecerse las

diferencias. En esta etapa de se observa la descenso total de la evolución de

bacterias coliformes. Esta ausencia puede ser debida al predominio de los

lactobacillus creando un el medio acido, y con ella alcanzándose un bajo pH que

evita el crecimiento de las bacterias indeseables.
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Sin embargo la ausencia de coliformes no asegura la ausencia de patógenos

entéricos, por lo que para determinar la vida útil se realizaron pruebas

microbiológicas de patógenos.

4.3. EVALUACIÓN DE LAS CARACTERÍSTICAS SENSORIALES

En el anexo VIII se muestra muestran las puntuaciones medias y las desviaciones

estándar obtenidas para cada atributo sensorial en los diferentes tratamientos de

salchichas  analizados al final del proceso (día 21). A continuación se exponen los

distintos atributos sensoriales.

4.3.1. Aceptabilidad

La aceptación del consumidor  hacia las salchichas se evaluó basándose

en las características del color, olor, sabor y textura, utilizando una escala hedónica

de 5 puntos con los siguientes descriptores: me disgusta mucho = 1, me gusta = 2,

es indiferente = 3, me agrada = 4 y me agrada mucho = 5.

Como se puede apreciar en la Figura 8, se percibe de forma evidente que

los catadores mostraron preferencias por las salchichas de los tratamientos D y B,

que obtuvieron una puntuación de 4,2 y 4,0. El resto de los tratamientos

presentaron puntuaciones de 3,9 para C y 3,5 para el control A. Estas diferencias,

sin embargo no fueron significativas (P > 0,05), dicha aceptabilidad determinada

se debe principalmente a que el consumo de embutidos madurados, no es muy

difundido. Pero en general se establece que el producto elaborado tubo un

adecuado porcentaje de aceptabilidad por parte de los panelistas.
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Fig.8: Promedio de las puntuaciones medias de las salchichas, atributo:

aceptabilidad

Estos resultados son coincidentes con los observados por Mata (1999) que

en un estudio con embutidos, empleados con fermentos lácticos, observaron que no

existe diferencia entre los embutidos empleados con cultivos iniciadores y sin

cultivo. A si mismo Rodríguez (2011) evaluó el efecto de microorganismos

probióticos empleados a productos cárnicos tipo salami, observo que no existen

diferencias en la aceptación de los tratamientos que percibieron los catadores. Por

otro lado, González- Fernández et al. (1997) han comprobado que la adición de

lactobacilos a embutidos mejora las cualidades sensoriales de éstos, mostrando una

mayor aceptabilidad general con respecto a los embutidos control. Resultados

similares fueron obtenidos por Garriga et al. (1996) que observaron cómo
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embutidos no adicionados de cultivos lácticos sufrían un deterioro importante de su

aceptabilidad general debido a la aparición de olores pútridos como consecuencia

del metabolismo de las enterobacterias. En cambio en los embutidos inoculados se

estableció la flora láctica que predominó con respecto a las bacterias Gram

negativas, evitando la presencia de defectos que deprecien su aceptación global.

4.3.2. Color

Para el análisis del atributo color de las muestras de salchicha se utilizó una

escala hedónica que evaluó la intensidad del color rojo característico en embutidos

madurados. La escala estuvo planteada desde “Nada Intenso” con una valoración

de 1 a “Muy Intenso” con un valoración de 5, como se muestra en el anexo II.

La intensidad de color, como se muestra en la Figura 9, fue mayor en los las

salchichas del tratamiento (D) donde se alcanzaron las puntuaciones máximas de

4,1 y menor en los en las salchichas sin cultivo iniciador tratamiento (A) que

mostraron una puntuación de 2,8. Los tratamientos C y B alcanzaron puntuaciones

de 3,7 y 3,5. Estas diferencias de color observadas entre los distintos tratamientos

fueron estadísticamente significativas (P < 0,05), lo cual podría atribuirse que el

tipo de cultivo empleado tuvo efecto sobre color del producto final. Estas

calificaciones indican que la apreciación de los catadores hacia el color de las

muestras de salchicha es de un color rojo madurado distintivo a este tipo de

productos.
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Fig. 9: Promedio de las puntuaciones medias de las salchichas atributo: color

Estos resultados alcanzados posiblemente se puedan deber, según a lo

reportado por Carrascosa y Cornejo, (1991) a la actividad nitrato reductasa de los

cultivos iniciadores empleadas, lo cual reduce el nitrato en nitrito durante el

periodo de fermentación y posteriormente en óxido nítrico que reaccionan con la

mioglobina para formar la nitrosilmioglobina o pigmento rojo del curado gracias a

la actividad de las micrococaceas.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Rodríguez (2011), que

observo diferencias en el color entre los embutidos empleados con

microorganismos prebióticos y el control sin empleo de microorganismo. Así

mismo Minor (1999) observo un cambio significante del color en las muestras de

carne fermentada con Staphylococcus carnosus y Lactobacillus alimentarius

almacenadas a 19 °C
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Los productos cárnicos madurados adquieren su olor característico durante

el proceso de maduración donde por reacciones bioquímicas se liberan compuestos

aromáticos. En la escala hedónica propuesta para el atributo olor, se ubican

apreciaciones desde “Nada Perceptible” con una valoración de 1 a “Muy

Perceptible” con una valoración de 5.
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Fig. 10: Promedio de las puntuaciones medias  de las salchichas atributo: olor

En la Figura 10 se observa que los tratamientos A y C obtuvieron similares

puntuaciones mostraron valores de 3,1 y 3,2 respectivamente. Por otro lado los

tratamientos B y D obtuvieron calificaciones iguales mostrando un valor de 3,4.

Sin embargo en el análisis estadístico realizado no se observaron diferencias

significativas percibidas por los catadores entre los tratamientos (P >0,05). Lo cual

coincide con los resultados observados por Mata (1999), que no obtuvieron

diferencias en la evaluación del olor  entre embutidos empleados con fermentos

lácticos. También  Garriga et al. (1996), en un estudio comparativo con diferentes

4.3.3. Olor
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cepas de bacterias lácticas, comprobaron que los embutidos inoculados con

Lactobacillus sake CTC 284, Lactobacillus curvatus CTC 371 y Lactobacillus

plantarum CTC 305 mostraron un olor más intenso que los embutidos sin inocular

o inoculados con otras cepas de las mismas especies.

Esta característica percibida por los catadores posiblemente podría deberse

según señalado por Mata (1999), a la rapidez e intensidad del descenso de pH

durante la fermentación de los embutidos va a estar muy relacionada con el

posterior proceso de desecación y pérdida de agua, lo cual va a afectar a atributos

como la facilidad de separación de la tripa, dureza y jugosidad. Asimismo, el

aroma de los embutidos depende en gran parte de cómo se produzca el descenso

del pH; si tenemos en cuenta ambos aspectos, se podría explicar la relación entre la

intensidad de olor y los atributos dependientes de la cantidad de agua del producto,

como son la facilidad de separación de la tripa y la jugosidad.

4.3.4. Sabor

La escala hedónica planteada para el atributo sabor estuvo dada desde

“extraño” con una valoración de 1 a “picante” con una valoración de 5. Se tuvo en

cuenta que el sabor de los productos cárnicos madurados es una combinación de

sabores (salado, ácida y picante).

La Figura 11 muestra las puntuaciones medias para las calificaciones del

sabor otorgadas por los panelistas que van desde los valores de 3.7 a 3,6 (poco

acida – acida) para el tratamiento B y C, seguido por el tratamiento control A

presentando un valor de 3,5 y para el tratamiento C con una puntuación de 3,1

respectivamente. Pese a estas diferencias, el análisis estadístico demostró que no
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eran significativas (P > 0,05) por lo que se puede afirmar que el empleo de un tipo

u otro cultivo iniciador a las salchichas no afecto en la percepción final del sabor.
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Fig. 11: Promedio de las puntuaciones medias de las salchichas atributo: sabor

Estos resultados coinciden con los observados por Mata, (1999) y

Rodríguez, (2011) que tampoco encontraron diferencias entre el sabor de

embutidos inoculados con fermentos lácticos y los embutidos del control. No

obstante, otros autores han podido constatar un incremento en la intensidad del

sabor cuando se inoculaban cultivos iniciadores a embutidos, especialmente

cuando se trataba de lactobacilos Martin (2005).

En los embutidos crudos curados el sabor ácido está producido en gran

medida por la presencia de los productos de la fermentación (ácido láctico y ácido

acético), aunque también pueden participan aminoácidos, como: el ácido aspártico,
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el ácido glutámico, la L-histidina y la L-asparragina Mata, (1999). Otros autores

también han apuntado la contribución de determinados compuestos volátiles

(alcohol, acetonas, aldehidos y furanos) y no volátiles (aminoácidos, péptidos,

azucares y nucleótidos) procedentes de las materias primas o generados a partir de

las reacciones bioquímicas (proteólisis) que suceden durante la maduración

(Toldrá, 1998b).

La utilización de cultivos iniciadores de bacterias lácticas en la elaboración

de este tipo de productos suele originar un incremento del sabor ácido, tal y como

ha sido descrito por (Díaz, 1994b). Esta acentuación del sabor ácido está asociada

generalmente a un incremento del contenido de ácido láctico en el producto,

aunque en ocasiones la concentración de estos ácidos puede ser muy elevada y

originar embutidos con un sabor inaceptable Toldrá, (1998b). No obstante, en

algunos países del norte de Europa y en Norteamérica, los consumidores tienen

preferencia por un tipo de embutidos poco curados y de sabor más ácido, que no

predomina en los embutidos de maduración lenta más propios de la cuenca

mediterránea (Díaz, 1994b).

4.3.5. Textura

Durante la etapa de secado de las salchichas, perdió humedad, por ende

adquiere una textura adecuada y característica de este tipo de embutidos. La escala

hedónica propuesta para el análisis de la textura fue propuesta desde “Muy blanda”

con una valoración de 1 a “Muy dura” con una valoración de 5. Las puntuaciones

Figura 12.

medias otorgadas por los catadores en la valoración de la textura se muestran en la
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Fig. 12: Promedio de las puntuaciones medias de las salchichas atributo: textura

Puede observarse que los embutidos empleados con cultivos iniciadores de

los tratamientos (B, C y D) presentaron similares valor comprendidos entre 3,6 a

3,5; seguido por el tratamiento A (control) con una puntuación de 2,8. Las

diferencias observadas entre los distintos tratamientos fueron estadísticamente

significativas (P < 0,05), percibidas por los catadores entre los tratamientos, se

puede establecer que los cultivos iniciadores empleados presenta efecto sobre la

característica  textura de las salchichas.

Las ligeras diferencias de la textura obtenidas en este trabajo se muestran

coincidentes con los resultados observados por Mata, (1999) y Rodríguez, (2011)
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que comprobaron que los embutidos inoculados con fermentos lácticos presentaban

mayor dureza que los embutidos no inoculados. Sin embargo, Flores et al. (1997)

inoculando un cultivo mixto de Lactobacillus sake y Staphylococcus carnosus

obtuvieron mejores resultados en los embutidos inoculados, que se mostraban

menos duros que los no inoculados. Según estos mismos autores y Gimeno et al.,(

1999), el rápido descenso del pH que se produce cuando se utilizan cultivos

lácticos afecta positivamente a la textura del producto, ya que el bajo pH afecta a la

solubilidad de las proteínas. También desde el punto de vista tecnológico la sal

ejerce un papel primordial en la ligazón de la pasta ya que favorece la solubilidad

de las proteínas miofibrilares del musculo, y con ello el desarrollo de la textura

(Lucke, 1998).

4.4. PROTEÓLISIS DE LAS PROTEÍNAS SARCOPLASMICAS Y

MIOFIBRILARES

La proteólisis implica un descenso de la cantidad de proteínas de elevado peso

molecular y un incremento de las fracciones nitrogenadas de tamaño inferior.

4.4.1. Proteólisis de las proteínas sarcoplasmicas

Un aspecto muy importante en la calidad de la carne es la degradación

proteolítica. Como se mencionó en la sección 2.4.2.2 existe una polémica en el

sentido de determinar si existe actividad proteolítica de las bacterias lácticas sobre

las proteínas miofibrilares mientras algunos autores mencionan que si tiene efecto

las bacterias lácticas sobre las proteínas miofibrilares otros concluyen que no se

tiene actividad importante (Toldrá, 2000a).



84

Los patrones electroforéticos de las proteínas sarcoplásmicas de las

salchichas  fermentados con y sin cultivos iniciadores se muestran en la Figura 13,

analizados durante  las etapas de fermentación y maduración. El mayor cambio en

el patrón de proteínas sarcoplásmico se produjo entre los (0 días) de procesamiento

presentando un peso molecular 53.8 kDa de y a los 3 días de la etapa de

fermentación, mientras que sólo las pequeñas diferencias se observaron durante la

etapa de maduración, en el tratamiento control y las empleadas con cultivos

iniciadores. Las bandas de proteínas en el 36, 30 y 25,7 kDa desaparecieron

durante los primeros 3 días de salchicha con una mezcla de cultivos iniciadores.

La intensidad de las bandas evaluadas a los 0, 3 y 21 se observaron que solo

los empleados con cultivos iniciadores presentaron cambios. Posteriormente a los 3

días las bandas péptidos disminuyeron a 36, 30, 25,7 y 20 kDa. A partir de

entonces, estas bandas desaparecieron en los tratamientos D empleados con

cultivos iniciadores L. sakei - S. carnosus durante la fermentación y maduración de

los embutidos.
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Los resultados del presente estudio estuvo de acuerdo con la literatura

disponible, mientras que las proteínas sarcoplásmico se vieron afectados por el

músculo y las enzimas endógenas microbiológica, lo que indica que las proteasas

endógenas y cultivo iniciador desempeñar un papel significativo en la proteólisis

durante la maduración de los embutidos fermentados. Por otro lado, las salchichas

sin cultivo iniciador mostraron una actividad más débil de las proteasas endógenas

en comparación con las proteasas exógenas reportada por (Córdova et al., 1994).

4.4.2. La proteólisis de las proteínas miofibrilares

La electroforesis SDS-PAGE de las proteínas miofibrilares se muestran en

la Figua 14. La intensidad de la banda disminuyó gradualmente después de la

fermentación y el secado en la muestra control, pero sólo en algunos tratamientos

se detectaron diferencias en la fermentación y maduración en las muestras

aplicadas con cultivos iniciadores L. sakei - S. carnosus. Esto se debe

probablemente al descenso del pH (Sanz, et al., 1999a).

Las principales diferencias se observaron en el 80, 40, 34, 30, 18 y 16,8

kDa durante 0 y 3 días. Su intensidad disminuyó durante la fermentación. La banda

de 80 kDa degradado completamente en el tratamiento D empleado con cultivo

iniciador L. sakei - S. carnosus, después del día 3, pero no se degrada por completo

en el tratamiento control y en las aplicadas con cultivo iniciador a las salchichas

fermentados. En los días 0 a 3 la intensidad de las bandas de 45 kDa que viene a

hacer la actina disminuyo en todos los tratamientos.  En los días 0 a 3 la intensidad

de las bandas de 45 kDa (actina) disminuyó en todos los tratamientos.



F
ig

.1
4:

P
er

fi
l 

de
 S

D
S–

P
A

G
E

 d
e 

pr
ot

eí
na

s 
m

io
fi

br
il

ar
 d

ur
an

te
 e

l 
pr

oc
es

am
ie

nt
o 

y 
al

m
ac

en
aj

e 
de

 s
al

ch
ic

ha
s 

fe
rm

en
ta

da
s.

  
S

T
: 

(p
at

ró
n

st
an

da
rd

);
 c

on
tr

ol
: 

(s
in

 c
ul

ti
vo

 i
ni

ci
ad

or
);

 L
s:

 (
L

. 
sa

ke
i)

; 
S

c:
 (

S
. c

ar
no

su
s)

 y
  

L
s 

+
 S

c:
 (

L
. s

ak
ei

-
S

. c
ar

no
su

s)
. A

 =
 0

 d
ia

; 
B

=
 3

di
a 

y 
C

 =
 2

1 
di

a.

DELLL
Texto tecleado
87



88

La degradación de la actina (45 kDa) durante la maduración de salchichas

fermentados se encontraba diferente con lo reportado por  (Díaz et al., 1997a), pero

de acuerdo con los resultados reportados por (Toldrá et al., 2000a). Tropomiosinas

(T1 y T2, 38 y 30 kDa) disminuyó durante la maduración, mientras que la

tropomiosina T1 y otras bandas tales como 66 y 97 kDa acumulado durante el

almacenamiento en el tratamiento control de las salchichas fermentados.

Esta acumulación también se detectó en las salchichas del tramiento C mas

no detecto en los demás tratamientos. Cadenas ligera de la miosina (MLC1 y

MLC2, 24 y 20 kDa) también se degrada y desaparece durante la maduración de

los embutidos. Según lo informado por Díaz et al., (1997a), durante la

fermentación y maduración de los embutidos fermentados secos a un gran número

de reacciones bioquímicas asociadas a la degradación de las proteínas miofibrilares

y sarcoplásmico se llevó a cabo. Estas reacciones bioquímicas son promovidas por

endopeptidasas muscular (calpaínas I y II y las catepsinas B, D, H y L) según lo

informado por Toldrá  (1998b).

4.5. VIDA ÚTIL DE LAS SALCHICHAS

Para el cálculo de la vida útil del producto fueron tomados únicamente los

resultados de pérdida de peso, ya que la evolución microbiana  no tuvo crecimiento en

ninguna de las muestras.
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4.5.1. Evolución microbiológica

Con el propósito de comprobar la ausencia de microorganismos patógenos

en los tratamientos aplicados con cultivos iniciadores en las salchichas, se

realizaron pruebas microbiológicas descritas con anterioridad para la identificación

y conteo de Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, se tomó este

parámetro considerando lo repostado por Mata, (1999) menciono que los

microorganismos responsables de las toxinfecciones alimentarias son incapaces de

crecer cuando la aw es inferior a 0,91, a excepción del Staphylococcus aureus en

aerobiosis, que puede desarrollarse incluso a aw de 0,860. En la Tabla 8  se

presentan los valores medios y desviación estándar de la evolución del recuento de

estos microorganismos. Esta ausencia puede ser debida al predominio de los

lactobacillus creando un el medio acido, y con ella alcanzándose un bajo pH que

evita el crecimiento de estos microorganismos.

Tabla 8: Valores medios y desviación estándar de los recuentos de bacterias

Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens (ufc/ml muestra).

Trat.

Tiempo (días)

0 5 15

A- control ND ND ND

B- L.sakei ND ND ND

C- S.carnosus ND ND ND

D - Ls + Sc ND ND ND

Dónde: ND = no determinado

Los resultados observados de estas pruebas microbiológicas presentan

ausencia de estos microorganismos. Se estableció entonces que las salchichas

mantienen su calidad microbiológica durante el período de almacenamiento, siendo

así seguro para el consumo.
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4.5.2. Pérdida de pesos

Para establecer los días que las salchichas tenían que permanecer

almacenadas en la cámaras de maduración se tomó como parámetro de control el

porcentaje de pérdida de peso de las salchichas, estos valores se muestran en la

tabla 9 donde se observa que los tratamientos C y D llegan a un porcentaje de 22 a

25% de  pérdida de peso promedio a los 21 días de maduración y considerando lo

reportado por Varman y Sutherland (1998) estableció un porcentaje de humedad

que deben presentar los productos cárnicos madurados secado en un rango de 20 ~
30%. También se consideró lo señalado por (Liestener, 1995) reportando un rango

del peso (mermas) que puede oscilar entre un 20 ~ 40 % del peso inicial de durante

la maduración. Al establecer que dichos tratamientos tendrían un periodo de

elaboración adecuado a los 21 días, entonces desde ese momento el producto

estaría dispuesto para su comercialización en el mercado.

Los porcentajes de pérdida de peso de los tratamientos almacenadas a

distintas temperaturas, el tratamiento D presento mejores valores porcentuales de

pérdida de peso en función del tiempo y temperatura así a 15 °C un peso final de

28,41% a 20 °C 28,65% y de 31,14% a 25 °C seguido por el a tratamiento C

presentando valores de 31,93% a 15 °C, 29,12% a 20 °C y 34,92% 25°C. Los

tratamientos A y C mostraron valores que oscilan entre 35,47 a 31,20 % a una

temperatura de 15 °C de 36,86 a 31,42% a 20 °C y para una temperatura de 25°C

de almacenamiento presento valores de peso merma comprendidos entre 41,65 a

35,62%.
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Temperatura

°C

Tiempo

(días)

Tratamientos

A B C D

g. % g. % g. % g. %

0 72.30 27.7 76.11 23.89 75.00 25.00 78.1 21.9

5 70.42 29.58 73.16 26.84 73.49 26.51 76.4 23.6

15 °C 10 68.24 31.76 71.66 28.34 72.54 27.46 75.2 24.8

15 66.84 33.16 70.04 29.96 71.37 28.63 73.3 26.7

20 64.53 35.47 68.8 31.2 68.07 31.93 71.59 28.41

0 73.38 26.62 75.93 24.07 78.25 21.75 78.84 21.16

5 70.98 29.02 73.95 26.05 75.72 24.28 77.43 22.57

20 °C 10 66.88 33.12 71.5 28.5 73.71 26.29 74.94 25.06

15 64.2 35.8 70.47 29.53 71.01 28.99 73.86 26.14

20 63.64 36.36 68.57 31.43 70.88 29.12 71.35 28.65

0 72.74 27.26 76.18 23.82 74.16 25.84 77.82 22.18

5 68.53 31.47 74.83 25.17 73.47 26.53 75.88 24.12

25 °C 10 65.51 34.49 71.99 28.01 70.16 29.84 72.6 27.4

15 63.92 36.08 69.39 30.61 67.01 32.99 69.29 30.71

20 58.35 41.65 64.38 35.62 65.06 34.94 68.86 31.14

Dónde: A = Control, B = L. sakei C = S.carnosus y D = L. sakei + S. carnosus

4.5.3. Cálculo de la vida útil

Para el cálculo de la vida útil del producto fue tomado únicamente los

resultados del porcentaje de pérdida de peso ya que la evolución microbiológica no

tuvo crecimiento en ninguno de los tratamientos. Como se evidenció

anteriormente los tratamientos B y D son los que mejor presentan  mejores valores

registrados en comparación con los demás tratamientos. En la Figura 15 del anexo

diferentes      temperaturas.

Tabla 9. Promedios de pérdida peso durante el tiempo de almacenamiento a
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vida útil se consideró un porcentaje de pérdida de peso máximo en un valor de

30% para las salchichas.

Calculo velocidad constante de deterioro, utilizando la siguiente formula:

Qf = Concentración final del factor al tiempo t.

Q0 = Concentración inicial del factor al tiempo 0.

t = Tiempo de estabilidad (días).

k = Constante de velocidad a la temperatura estudiada.

En la Figura 15 se muestra la relación lineal entre el porcentaje de pérdida

de peso y el tiempo para el tratamiento D. se obtuvo la siguiente ecuación de

regresión, con un coeficiente de regresión cercano a la unidad (R2 =0.9955):

% PP = -0.321 (t) + 25    ……………………(6)

En la ecuación 6 se despejo el tiempo y se  reemplazó el valor máximo

establecido de pérdida de peso.

k

QQ
t f

u


 0

)(39.165
321.0

13.7825
díastu 






porcentajes de pérdida de peso como un modelo matemático. Para determinar la

de las rectas son valores altos, por lo tanto es aceptable la evolución de los

tiempo para los 4 tratamientos además se puede observar que los R2 para cada una

XXXVI se muestra la relación lineal entre el porcentaje de pérdida de peso y el
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Finalmente, en la Tabla 10 se observa que el tratamiento D tiene una vida

útil más prolongada en relación a los demás tratamientos, siendo este los valores

de165.39 días, es decir 5 ½ de meses almacenadas a temperatura de 15°C, también

a 20 °C duraría 141.10 días cerca de cinco  meses y finalmente almacenadas a

temperatura de 25 °C tendría una vida útil de 107, 68 días, 3 meses

aproximadamente.

Tabla 10. Estimación de la vida útil de las salchichas (almacenadas a distintas

temperaturas)

T° de

almacenamiento Trat. Q0 K Qf

Vida útil

(días)

Vida útil

meses

15 °C

A 25 - 0.382 72.29 123.63 4.12

B 25 - 0.355 75.50 142.41 4.74

C 25 - 0.319 75.29 157.40 5.24

D 25 - 0.321 78.13 165.39 5.51

20 °C

A 25 - 0.525 73.07 91.54 3.05

B 25 - 0.364 75.72 139.30 4.64

C 25 - 0.386 77.77 135.53 4.50

D 25 - 0.371 78.99 145.51 4.85

25 °C

A 25 - 0.66 72.48 71.10 2.37

B 25 - 0.58 77.16 89.82 2.99

C 25 - 0.49 74.90 101.21 3.37

D 25 - 0.49 77.76 107.68 3.58

Dónde: A = Control, B = L. sakei C = S.carnosus =  y D = L. sakei + S. carnosus

Los productos cárnicos madurados  tienen un tiempo de vida útil

relativamente largó, debido a las características fisicoquímicas (pH, aw) y

microbiológicos que proporcionan estabilidad durante el tiempo. Al determinar un

tiempo de vida útil aproximadamente de 5 meses para las salchichas fermentadas
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se reconoce un periodo de vida útil largo. Estos resultados coinciden con los

obtenidos por Rodríguez (2011), quien determinó un tiempo de vida útil de

aproximadamente 5 meses para los productos  empleados con microorganismos

probióticos, calculados con los valores de pérdida de peso. Estableciendo de esta

forma una alternativa  para la determinación de vida útil en productos cárnicos

madurados mediante el empleo de los valores de pérdida de peso.



V. CONCLUSIONES

1. En las salchichas aplicados con L. sakei + S. carnosus produjeron un descenso de

pH más acusadas durante la etapa fermentación alcanzaron valores promedios de

5.5 ~ 5.8 seguido por el tratamiento aplicado con L. sakei mientras que los demás

tratamientos mostraron una caída lenta, hasta su fase final de maduración. En

cuanto a la actividad de agua (aw) esta experimento una evolución similar en todos

los tratamientos descendiente hasta valores próximos de 0,8197 no se aprecian

diferencias significativas (p > 0,05). Asimismo en cuanto a los parámetros

microbiológicos, las salchichas aplicadas con cultivos iniciadores mostraron

recuentos de BAL significativamente más elevadas (p < 0,05) que el tratamiento

control, igualmente estos tratamientos mostraron los menores recuentos de

bacterias viables totales y coliformes totales.

2. En las pruebas de análisis organoléptico que se realizaron las salchichas de

tratamiento D, alcanzó valores superiores en todos los atributos analizados, en a

cuanto a sabor y aceptabilidad no se encontró diferencias significativas al (P >
0.05)

3. Los resultados obtenidos por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

muestran que los cultivos iniciadores L. sakei, S. carnosus no presenta actividad

proteolítica evidente sobre las moléculas de las proteínas miofibrilares durante la

etapa de procesamiento, mientras que en las proteínas sarcoplasmicas mostraron un

ligero cambio de las bandas durante la etapa de procesamiento en todas los

tratamientos.

4. El tratamiento aplicado con L. sakei + S. carnosus provee al producto la vida útil

más prolongada que es de 165  días a 15°C, 145 días a 20°C y 107 días a 25°C

dándole una ventaja frente a otros embutidos tipo chorizo que se encuentran en el

mercado.
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VI. RECOMENDACIONES

 Evaluar la posibilidad de utilizar microorganismos probióticos para la elaboración

de otros embutidos, ya que presenta una reducción en los costos  y ofrece

aceptables características sensoriales.

 Evaluar el perfil de aminoácidos y de ácidos grasos saturados  e insaturados de

cada tratamiento para determinar la calidad nutritiva de las salchichas.

 Identificar las bacterias acido lácticas presentes en las salchichas, así como también

determinar su capacidad para producir aminas biógenas.

 Estudiar la utilización de tripas artificiales de celulosa, para embutir salchichas

inoculadas con cultivos iniciadores y realizar de un estudio de vida en anaquel.

 Identificar formas adecuadas de presentación  de productos cárnicos fermentados

madurados para la venta.
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ANEXO I.

Cartilla  para la evaluación de aceptación del producto

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS

ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

“Efecto de cultivos iniciadores en la proteólisis y vida útil en salchichas  fermentadas”
Nombre: _________________________________                   Fecha: ________________

Indicaciones:

Se le proporcionará 4 muestras de salchicha, cada una corresponde a un tratamiento

diferente

Calificar cada uno de los parámetros de acuerdo a la escala establecida.

Me disgusta mucho : 1

Me disgusta : 2

Es Indiferente : 3

Me agrada : 4

Me agrada mucho : 5

TRATAMIENTO CALIFICACIÓN

Comentarios:…………………………………………………………………………….…

……………………………………………………………………………………………...

……………………………………………………………………………………………...

GRACIAS.
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ANEXO II.

Ficha de avaluación organoléptica

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS

ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

“Efecto de cultivos iniciadores en la proteólisis y vida útil en salchichas  fermentadas”
Nombre: _________________________________                   Fecha: ________________

INDICACIONES: por favor deguste las muestras que se presentan y señale la aceptación
del atributo sensorial según la escala planteada.

Atributo Escala

Color

5 Muy intenso
4 Intenso
3 Característico
2 Poco intenso
1 Nada intenso

olor

5 Muy perceptible
4 Perceptible
3 Característico
2 Poco perceptible
1 Nada perceptible

Sabor

5 Muy acida
4 acida
3 Ni acida ni amargo
2 amorgo
1 Muy amargo

Textura

5 Muy dura
4 Dura
3 Ni dura  ni blanda
2 Blanda
1 Muy blanda

Observaciones: -------------------------------------------------------------------------------------------------

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

-------------

GRACIAS.
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ANEXO III.

Métodos electroforéticos para la caracterización de los perfiles polipeptídicos

Reactivos:

 Tampón de carga (pH 8,3): disolver 3,0 g de Tris, 14,4 g de glicina y 1,0 g de SDS

en un litro de agua destilada. En la preparación del buffer nativo no incorporado

SDS.

 Buffer del gel de concentración (pH 6,8): disolver 6,0 g de Tris y 0,4 g de SDS en

40 mL de agua destilada. Ajustar el pH con HCl 4 N, y completar el volumen a

100 mL. En la preparación del buffer nativo no incorporar SDS.

 Buffer del gel de separación (pH 8,8): disolver 18,2 g Tris y 0,4 g de SDS en 40

mL de agua destilada. Ajustar con HCl 4 N, y completar el volumen a 100 mL. En

la preparación del buffer nativo no incorporar SDS.

 Solución de persulfato de amonio: disolver 200 mg de persulfato de amonio en 2

mL de agua destilada, eliminar el gas de la solución y congelar en pequeñas

alícuotas. Esta solución permanece estable por aproximadamente cuatro años.

 Solución colorante: disolver 1,25 g de Coomassie Blue R en 227 mL de metanol y

46 mL de ácido acético glacial. Completar con agua destilada a 500 mL.

 Solución decolorante: mezclar 70 mL de ácido acético glacial, 300 mL de etanol y

completar el volumen a 1 litro con agua destilada.

 Solución acrilamida / Bis-acrilamida: disolver 30 g de acrilamida y 0,8 g de bis-

acrilamida en 100 mL de agua destilada. Almacenar en frasco oscuro a 4 ºC.
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 Buffer de muestra desnaturante con β-mercapto: mezclar 2,5 mL buffer de gel de

concentración (pH 6,8), 1,2 g de SDS, 4 mL de glicerol, 2 mL de β- mercapto y

punta de espátula de azul de bromofenol. Completar a 10 mL.

 Buffer de muestra desnaturante: mezclar 2,5 mL buffer de gel de concentración

(pH 6,8), 1 g de SDS, 0,4 g de sacarosa y punta de espátula de azul de bromofenol.

Completar a 10 mL.

 Buffer de muestra nativa: mezclar 4 mL buffer de gel de concentración (pH 6,8)

(nativo), 4 mL de glicerol y punta de espátula de azul de bromofenol.

Procedimiento para Electroforesis Desnaturante (PAGE-SDS)

 Los geles se preparan entre dos placas de vidrio perfectamente limpias.

 Colocar los vidrios en el soporte del equipo Bio-Rad, procurando que queden

derechos y fijos al soporte.

 Preparar el gel separador al 12 %, mezclando: 1.091 μl de agua destilada, 2.004 μl

de A/BA, 1.300 μl de buffer a pH 8,8, 50 μl de SDS al 10%, 50 μl de PSA al 10%

y 5 μl de TEMED, con agitación.

 Colocar en seguida 3,5 mL del gel separador entre los vidrios, con la ayuda de una

micropipeta. Cubrir la superficie con agua saturada con butanol, la que debe ser

adicionada lentamente.

 Esperar a que la solución gelifique por completo, lo cual se evidencia por la

formación de una línea divisoria nítida entre el gel y el agua con butanol.
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 Sacar los vidrios del soporte y retirar la capa de agua saturada con butanol, lavando

con abundante agua destilada.

 Secar entre los vidrios con papel absorbente.

 Preparar gel de concentración al 5 %, mezclando: 1.050 μl de agua destilada, 250

μl de A/BA, 190 μl de buffer a pH 6,8, 15 μl de SDS al 10%, 15 μl de PSA al 10%

y 1,5 μl de TEMED, con agitación.

 Colocar en seguida 1,5 mL (o hasta que rebalse) gel concentrador entre los vidrios

(sobre el gel separador), con la ayuda de una micropipeta.

 Usando guantes colocar el peine, procurando que no queden burbujas.

 Esperar a que el gel concentrador gelifique por completo.

 Retirar los vidrios del soporte y colocarlos en la cubeta de corrida del equipo Bio-

Rad, con el peine hacia adentro. Continuar el procedimiento de igual forma que

para electroforesis nativa.
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ANEXO VIII.

Calificaciones sensoriales  (media ± desviación estándar).

Trat. Aceptabilidad Color Olor Sabor Textura

A- control 3.5 ± 0.70 2.8 ± 0.78 3.1 ± 0.87 3.5 ± 0.53 2.8 ± 0.78

B- L.sakei 4.0 ± 0.66 3.5 ± 0.70 3.4 ± 0.84 3.7 ± 0.67 3.5 ± 0.53

C- S.carnosus 3.9 ± 1.56 3.7 ± 0.48 3.2 ± 0.63 3.1 ± 0.74 3.6 ± 0.84

D - Ls + Sc 4.2 ± 0.63 3.4 ± 0.73 3.4 ± 5.19 3.6 ± 0.52 3.5 ± 0.85

ANEXO IX.

ANOVA para pH a los 0 días

F. V. G. L. S. C. C. M. Fc. Signif.

Tratamientos 3 0,063 0,0211 1.136 n.s

Error experimental 8 0.147 0.018

TOTAL 11 0.209

ANEXO X.

ANOVA para  pH a los 3 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.353 0,118 7.067 *

Error experimental 8 0.133 0.018

TOTAL 11 0.487

Prueba de Duncan para pH a los 3 días

Tratamiento n Promedio Duncan(P ≤ 0.05)

Control 3 5.97 a

Sc 3 5.80 ab

Ls 3 5.67 bc

Ls+Sc 3 5.50 c
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ANEXO XI.

ANOVA para pH a los 6 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.442 0,147 6.321 *

Error experimental 8 0.187 0.023

TOTAL 11 0.629

Prueba de Duncan para pH a los 6 días

Tratamiento n Promedio Duncan(P ≤ 0.05)

Control 3 5.80 a

Sc 3 5.73 a

Ls 3 5.60 a

Ls+Sc 3 5.30 b

ANEXO XII.

ANOVA para pH a los 12 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.82 2 0,274 20.562 *

Error experimental 8 0.107 0.013

TOTAL 11 0.929

Prueba de Duncan para pH a los 12días

Tratamiento n Promedio Duncan(P ≤ 0.05)

Control 3 5.73 a

Sc 3 5.23 b

Ls 3 5.13 b

Ls+Sc 3 5.07 b
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ANEXO XIII.

ANOVA para pH a los 21días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.580 0,193 9.280 *

Error experimental 8 0.167 0.021

TOTAL 11 0.747

Prueba de Duncan para pH a los 21días

Tratamiento n Promedio Duncan(P ≤ 0.05)

Control 3 5.60 a

Sc 3 5.20 b

Ls 3 5.10 b

Ls+Sc 3 5.03 b

ANEXO XIV.

ANOVA para aw a los 0 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.00013 0.000072 2.25 n.s.

Error experimental 8 0.0041 0.000032

TOTAL 11 0.0039

ANEXO XV.

ANOVA para aw a los 3 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.0015 0,0005 12.50 *

Error experimental 8 0.0035 0.00004

TOTAL 11 0.002
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Prueba de Duncan para aw a los 3 días

Tratamiento n Promedio Duncan(P ≤ 0.05)

Control 3 0.9604 a

Ls 3 0.9521 a b

Sc 3 0.9405 ab

Ls+Sc 3 0.9323 b

ANEXO XVI.

ANOVA  para aw a los 6 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.00013 0,00004 0.16 *

Error experimental 8 0.0022 0.00025

TOTAL 11 0.0020

Prueba de Duncan para aw a los 6 días

Tratamiento n Promedio Duncan(P ≤ 0.05)

Control 3 a

Sc 3 b

Ls 3 b

Ls+Sc 3 b

ANEXO XVII.

ANOVA para aw a los 12 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.003 0,001 2.00 n.s.

Error experimental 8 0.0037 0.0005

TOTAL 11 0.0007
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ANEXO XIII.

ANOVA para aw a los 21 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.0041 0.0013 2.149 n.s

Error experimental 8 4.8418 0.605

TOTAL 11 4.8377

ANEXO XIX.

ANOVA para BAL a los 0días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 3,883 1,294 3,886 *

Error experimental 4 1,332 0,333

TOTAL 7 5,215

Prueba de Duncan para BAL a los 0 días

Tratamiento n Promedio Duncan(P ≤ 0.05)

Control 2 5.50 a

Sc 2 5.97 a b

Ls+Sc 2 6.93 a b

Ls 2 6.96 b

ANEXO XX.

ANOVA para BAL a los 3días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 9.300 3,100 12,128 *

Error experimental 4 1.022 0.256

TOTAL 7 10.322
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Prueba de Duncan para BAL a los 3 días

Tratamiento n Promedio Duncan(P ≤ 0.05)

Control 2 6.52 a

Sc 2 6.61 a

Ls 2 8.46 b

Ls+Sc 2 8.93 b

ANEXO XXI

ANOVA  para BAL a los 6días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 3.429 1,143 4.340 *

Error experimental 4 1.054 0.263

TOTAL 7 4.483

Prueba de Duncan para BAL a los 6 días

Tratamiento n Promedio Duncan(P ≤ 0.05)

Control 2 7.21 a

Sc 2 7.82 a b

Ls 2 8.43 a b

Ls+Sc 2 8.96 b

ANEXO XXII.

ANOVA para BAL a los  12 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 3.554 1,185 4.438 *

Error experimental 4 1.068 0.297

TOTAL 7 4.622
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Prueba de Duncan para BAL a los 12 días

Tratamiento n Promedio Duncan(P ≤ 0.05)

Control 2 7.21 a

Sc 2 7.79 a b

Ls 2 8.47 a b

Ls+Sc 2 8.97 b

ANEXO XXIII.

ANOVA para BAL a los 21 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 3.488 1,163 4.808 *

Error experimental 4 0.967 0.242

TOTAL 7 4.455

Prueba de Duncan para BAL a los 21 días

Tratamiento n Promedio Duncan(P ≤ 0.05)

Control 2 7.22 a

Sc 2 7.82 a b

Ls 2 8.46 a b

Ls+Sc 2 8.98 b

ANEXO XXIV.
ANOVA para bacterias viables totales a los 0 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.076 0,25 0.793 n.s.

Error experimental 4 0.127 0.32

TOTAL 7 0.202
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ANEXO XXV.

ANOVA para bacterias viables totales a los 3 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.011 0,004 0.501 n.s.

Error experimental 4 0.030 0.07

TOTAL 7 0.041

ANEXO XXVI.

ANOVA para bacterias viables totales a los 6 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.020 0,007 2.014 n.s.

Error experimental 4 0.014 0.03

TOTAL 7 0.034

ANEXO XXVII.

ANOVA para bacterias viables totales a los 12 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.035 0,012 0.765 n.s.

Error experimental 4 0.060 0.015

TOTAL 7 0.095

ANEXO XXIII.

ANOVA  para bacterias viables totales a los 21 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.160 0,053 1.785 n.s.

Error experimental 4 0.120 0.30

TOTAL 7 0.280
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ANEXO XXIX.

ANOVA para coliformes totales a los 0 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.210 0,070 0.6115 n.s.

Error experimental 4 0.429 0.107

TOTAL 7 0.639

ANEXO XXX.

ANOVA para coliformes totales a los 3 días

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Tratamientos 3 0.210 0,070 0.6115 n.s.

Error experimental 4 0.429 0.107

TOTAL 7 0.639

ANEXO XXXI.

ANOVA para aceptabilidad de las salchichas

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Bloque (jueces) 9 2,10 0,23 0,4821 n.s.

Entre muestras 3 2,60 0,866 1,815 n.s

Error experimental 27 12,90 0.477

TOTAL 39 17.60

CV = 17,692 %

ANEXO XXXII.

ANOVA para atributo color

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Bloque (jueces) 9 9,225 1,025 3,56 *

Entre muestras 3 8,875 2,958 10,16 *

Error experimental 27 7,875 0.291

TOTAL 39 25,975

CV = 15,30 %
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Prueba de Duncan  para atributo color

Tratamiento n Promedio Duncan(P ≤ 0.05)

Control 10 2,8 a

Ls 10 3,5 b

Sc 10 3,7 b

Ls+Sc 10 4,1 b

ANEXO XXXIII.

ANOVA para atributo olor

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Bloque (jueces) 9 9,255 1,025 2,2920 *

Entre muestras 3 0,675 0,225 0,5031 n.s

Error experimental 27 12,075 0,4472

TOTAL 39 21,975

CV = 20,41 %

ANEXO XXXIV.

ANOVA para atributo: sabor.

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Bloque (jueces) 9 2,225 0,2472 0,57 n.s

Entre muestras 3 2,075 0,6917 1,59 n.s

Error experimental 27 11,675 0,4324

TOTAL 39 15,975

CV = 18,92 %
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ANEXO XXXV.

ANOVA para atributo: textura.

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc. Sig.

Bloque (jueces) 9 8,1 0,9 2,73 *

Entre muestras 3 4,1 1,3667 4,146 *

Error experimental 27 8,9 0,3296

TOTAL 39 21,1

CV = 17,13 %

Prueba de Duncan  para atributo textura

Tratamiento n Promedio Duncan(P ≤ 0.05)

Control 10 2,8 a

Ls 10 3,5 ab

Sc 10 3,6 ab

Ls+Sc 10 3.5 b

ANEXO XXXVI.

Fig. 15. Evolución del porcentaje de pérdida de peso almacenada a 15 °C
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ANEXO XXXVII. Panel fotográfico

Fotografía 1. Picado de la carne y grasa Fotografía 2. Molido de la carne en el

molino

Fotografía 3. Mezclado en la cutter Fotografía 4. Embutido

Fotografía 5. 0 horas de embutido Fotografía 6. 0 días de incubación
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Fotografía 7. 72 horas de estufaje Fotografía 8. 3 días de estufaje

Fotografía 9. 6 días de maduración Fotografía 10. 21 días de maduración

Fotografía 11. Colonias de m/o  en agar Fotografía 12. Colonias de m/o  en agar

MRS (0 días)                                                    MRS (21 días)
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Fotografía 13.Colonias de m/o en agar APC Fotografía 14.Colonias de m/o en agar

APC (0 días)                                                             (21 días)

Fotografía 15. Colonias de m/o en agar Fotografía 16. Colonias de m/o en agar

VRB  (0 días) VRB  (21 días)

Fotografía 19. Prueba de análisis sensorial Fotografía 20. Catadores
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